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1 INTRODUCTION 
1.1 The Proteome 
Life is nothing than expression of protein activity. 
Andrei Lupas, MPI Developmental Biology, Tübingen, cited by Klose (2009) 
The  time period after  the accomplishment of  the Human Genome Project  in 2003  is called 
“post‐genomic  era”  in  the  scientific world. One  of  the major  tasks  of  this  new  era  is  the 
analysis  and  characterization  of  the  whole  protein  complexity,  which  is  encoded  by  a 
genome.  In  analogy  to  the  genome,  the  entire  set  of  proteins  expressed  in  biological 
organisms obtained the name proteome (Wilkins et al, 1996).  
In comparison to genomic research, however, investigating the proteome is considered to be 
much more challenging. This additional challenge is attributed to the fact that a single gene 
can encode multiple proteins via alternative splicing (Pan et al., 2008) and that these proteins 
can  undergo  various  post‐translational  modifications,  such  as  phosphorylation, 
glycosylation, ubiquitylation, etc.  (Anbalagan et al., 2012). Additionally,  they can alter  their 
location  in  the cell or change  their binding  ligand as a response  to external  factors such as 
stress,  change  of  environment,  addition  of  drugs,  etc.  (Hagenstein  et  al.,  2005).  Finally,  a 
specific protein can be involved in several processes and vice versa, a specific function can be 
performed  by  several  different  proteins.  Overall,  the  complexity  of  a  proteome  is much 
higher than that of the corresponding genome as illustrated in Scheme 1. 
 
Scheme 1: Factors that influence the complexity of the proteome. 
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In addition  to  this complexity,  there  is no amplification method, such as PCR  for DNA or 
mRNA  in  the  field  of  genomics  and  transcriptomics,  to  enrich  low‐abundant  proteins  in 
protein research. To meet these challenges and successfully characterize the proteome, a new 
scientific discipline has formed. It has emerged in the late 1990s under the name of proteomics 
and quickly became an area of major scientific interest. Indeed, Anderson et al. stated in 2000 
that: “If the 1990s were the decade of genomics, the first ten years of the new century are set to become 
the decade of proteomics” (Anderson et al., 2000). 
 
1.2 Proteomics: methods and status quo 
Proteomics is the discipline to study the proteome. The ultimate goal of this discipline is not 
only to profile all proteins that are expressed in a cell, but also to elucidate the difference in 
their expression both in health and disease states and to clarify the exact mechanisms behind 
it. Knowing the mechanisms of protein interactions within a cell will show how they change 
their activity in disease. It will also help to predict how their function can be affected by drug 
treatment. Such far reaching aims explain the extreme importance of proteome research for 
the quality of human  life. Due  to  that, proteomic methods and  tools are widely applied  in 
many  different  scientific  disciplines  in  life  sciences.  In  molecular  biology,  for  instance, 
proteomics provides  insight  into  the relationship between genes and proteins (Anderson et 
al., 2000).  It  is also widely used  in plant biology and agriculture  to characterize  individual 
plants, cell  lines and populations  in  terms of genetic diversity  (Thiellement  et al., 1999).  In 
toxicology,  common  application of proteomic  tools  involves  identification of proteins  that 
change their expression in disease states and can be used as potential therapeutic targets in 
drug discovery  (Walgren  and Thompson,  2004; George  et  al.,  2010).  In  the  environmental 
sciences,  proteomics  is  an  effective  tool  to  identify  post‐translationally  oxidized  proteins, 
which  are  important  biomarkers  for  oxidative  stress,  induced  by  environmental pollution 
(Braconi et al., 2011; Mi et al., 2005). Finally, the role of proteomics in medicinal and clinical 
chemistry is hard to underestimate, as proteomic methodologies aim to identify biomarkers 
for early disease states and to monitor the recovery process. These biomarkers are also used 
as  screening  tools  in  clinical  studies  related  to  heart disease  (Dunn,  2000; Kislinger  et  al., 
2005), oncology (Page et al., 1999; Wulfkuhle et al., 2003; Latterich et al., 2008; Nomura et al., 
2008),  inflammatory diseases  (Boehmer, 2011), hepatitis  (Patel  et  al., 2011) and many other 
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diseases.  Such  a wide  field  of  applications  is  reflected  by  a  broad  variety  of  proteomic 
methods, which emerged and evolved during the last 40 years (Figure 1). 
 
Figure 1: Overview of proteomic methods and areas of applications. 
 
1.2.1 First chemical proteomic methods 
One  of  the  first  proteomic methods, which  is  also widely  employed  in  our  days,  is  two‐
dimensional polyacrylamide gel electrophoresis  (2DE). Originally,  in  the 1970‐1990s  it was 
the  technology  to  separate, quantify  and  identify proteins  from  complex  cell mixes  (Sheele, 
1975). The advances of 2DE allowed proteomics to emerge as an independent science in the 
late  1990s.    2DE  technology  is  based  on  protein  separation  in  two  dimensions:  by  their 
isoelectric  point  (1st  dimension)  and  by  their  molecular  weight  (2nd  dimension).  The 
development of mass  spectrometry  (MS)  significantly  increased  the  sensitivity of 2DE and 
the  number  of  proteins  that  can  be  identified  by  it. Nonetheless,  some  tasks  of  protein 
research,  such  as  detection  of  low  abundant  or  lipophilic  proteins,  still  cannot  be 
accomplished by 2DE technology (Patterson and Aebersold, 2003). Another problem  is that 
this method focuses on measuring protein abundance and leaves protein activity aside. This 
induces constant search for new methods to solve the abovementioned tasks. 
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Another  basic  technique  used  to  separate  complex  biochemical  mixtures  is  affinity 
chromatography  (AC).  This  method  uses  highly  specific  interactions  between  proteins 
(antigen – antibody) or between proteins and small molecules (enzyme – substrate, receptor 
– ligand). The target molecule (e.g., substrate) is immobilized on a stationary phase, typically 
an  agarose matrix,  and  the  solution  of  the  corresponding  biochemical mixture  is  passed 
through the matrix. As a result, proteins of interest bind to their substrate, while the rest of 
the proteins are washed away. The AC method helps to reduce the proteome complexity into 
subproteomes based on one specific property and is especially popular for mapping of post‐
translational modifications (Medvedev et al., 2012). AC can be used either as an independent 
method or  in combination with others  (usually, mass spectrometry). The major problem of 
this method, however, is unspecific binding of proteins to the immobilized molecule. 
Among  the  gel‐free  MS‐based  methods  of  proteomics,  it  is  worth  to  mention 
multidimensional  protein  identification  technology  (MudPIT)  (Kislinger  et  al.,  2005)  and 
isotope  coded  affinity  tagging  (ICAT)  (Turecek,  2002). MudPIT  is  a  separation  technique 
based on two‐dimensional chromatography and can be considered as a complement to 2DE. 
It utilizes  two different  chromatography  columns  (affinity,  size exclusion,  ion exchange or 
reversed  phase),  connected  to  a  mass  spectrometer.  MudPIT  provides  a  very  effective 
separation of proteins with a large molecular weight range. Compared to 2DE, MudPIT has 
the advantage of direct entry of  the proteins  into  the mass  spectrometer, whereas  in 2DE, 
samples need to be cut out of the gel (Kislinger et al., 2005). 
ICAT employs labeling the proteins with a bifunctional chemical probe, which consists of a 
reactive group  towards certain  functional groups of proteins  (e.g.,  thiol groups  in cysteins) 
and a linker that can incorporate stable isotopes. Two protein samples are labeled with heavy 
(deuterated)  and  light  (not  deuterated)  versions  of  ICAT  probe  and  isolated  via  affinity 
chromatography. Analysis by MS  then gives  the ratio of  light and heavy  fractions  for each 
protein  (Gygi  et  al.,  1999).    ICAT,  as well  as  2DE, belongs  to  the methods  of quantitative 
proteomics and provides information about protein abundance, but not activity (Adam et al., 
2004). 
 
1.2.2 Biological proteomic methods 
If we  speak about biological proteomic  tools,  two methods must be mentioned. These are 
phage display  and yeast  two‐hybrid  system. Phage display  is  a  laboratory  technology  for 
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studying protein – small molecule  interactions.  In  this method, a  foreign DNA  fragment  is 
inserted  into a bacteriophage  to allow exogenous expression of certain  foreign proteins on 
the surface of  the bacteriophage. These modified phages are  then mixed with  immobilized 
target molecules (DNA, proteins or small molecules) with subsequent washing away of non‐
bound phages. Based on the correlation between a genotype and corresponding phenotype, 
the DNA of the interacting phages can be amplified and sequenced to identify the interacting 
proteins or protein fragments (Pande et al., 2010). This method helps to discover ligands for 
various  target proteins  and  to  study  their  structure  and  activity. Phage display  is widely 
used  in drug discovery  (Paschke, 2006), as well as  in  immunotherapy  (Schmitz et al., 2000) 
and vaccine development (Prudencio et al., 2011). 
An  alternative method  for  studying  protein‐protein  and  protein‐DNA  interactions  is  the 
yeast  two‐hybrid  system  (Y2H).  This method  is  based  on  the  fact  that most  eukaryotic 
transcriptional  factors  consist  of  two  domains:  activation  and DNA‐binding  domain.  For 
successful  transcription  (gene  expression)  these  domains  do  not  need  to  be  connected 
directly. Instead, they can activate the gene when connected through proteins of interest. The 
action  takes  place  in  the  nucleus  of  genetically  engineered  yeast.  Activation  and  DNA‐
binding domains  of  the  transcriptional  factors  (AD  and BD)  are  fused with  two different 
proteins, usually referred to as “bait” and “prey”. Whether these proteins interact is obvious 
from the existing or absent expression of a reporter gene, followed by a change in phenotype 
(Young, 1998). The Y2H method  is easily automatable, which means quick screening of the 
unknown protein towards thousands of possible  interaction partners with known function. 
At  the same  time,  it  is  limited  to nucleus‐localized proteins and suffers from a high rate of 
false‐positive  signals  (Deane  et al., 2002). Nonetheless,  the Y2H method  is widely used  for 
high‐throughput screening in drug discovery and poison research (Young, 1998). 
 
1.2.3 More recent chemical proteomic methods  
The  variety  of  above‐mentioned  methods  provides  efficient  approaches  for  proteome 
investigations, but still some challenges must be conquered. For  instance, detection of  low‐
abundant  or  lipophilic  proteins,  such  as membrane  proteins,  is  still  a  problematic  task. 
Furthermore,  most  of  the  existing  proteomic  methods  focus  on  measuring  protein 
abundance, but not activity. Profiling of proteins according to their function would not only 
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significantly  reduce  the  complexity  of  the  proteome,  but  also  allow  ultimate  protein 
identification  based  on  both  abundance  and  activity. As  a  technique  to  fulfill  this  need, 
activity‐based protein profiling (ABPP) was developed (Kobe and Kemp, 1999; Adam et al., 
2002). 
 
1.3 Going for the protein function: Activity-based protein profiling 
Unlike  the  abovementioned  methods,  ABPP  is  a  tool  for  quantitative  and  functional 
proteomics.  It uses activity‐site directed small molecule probes  to determine  the  functional 
state  of  proteins  and,  based  on  that,  catalogues  the  proteins  according  to  their  function 
(Adam  et  al.,  2002a). Activity‐based  probes which  are  employed  in ABPP  can  be  seen  as 
synthetic antibodies for a certain class of enzymes. A typical activity‐based probe consists of 
two parts: a reactivity group that covalently binds to a protein of interest and a reporter tag 
(usually  biotin  or  a  fluorophore)  for  detection  and  isolation  of  the  target  protein.  After 
covalent  labeling  of  the proteins,  they  are  separated by gel  electrophoresis  (1DE  or  2DE), 
analyzed by Western blotting, or enriched via avidin‐affinity chromatography  (biotinylated 
proteins)  and  identified  by  liquid  chromatography  –  mass  spectrometry  (LC‐MS) 
(Greenbaum et al., 2002) (Scheme 2). 
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Scheme 2: Examples of activity-based probes and their function. The probe covalently binds 
to the target protein, after which the protein is detected and enriched via a reporter tag and 
standard analytical methods.  
 
Currently  there  are  two  different  ABPP  strategies  performed.  One  is  a  direct  approach, 
where  activity‐based  probes  are  individually  designed  to  capture  specific  enzyme  classes 
(Liu et al., 1999), whereas in the second strategy, libraries of activity‐based probes are used to 
profile enzymes from different classes (Adam et al., 2002b). The direct approach had turned 
out successful for targeting, for example, serine hydrolases (Liu et al., 1999; Kidd et al., 2001) 
or cysteine proteases (Greenbaum et al., 2000). These enzyme classes are easy to target due to 
the presence  of  a  reactive nucleophile  in  their  active  site  that  can be  easily  labeled by  an 
electrophilic probe. As for the second, non‐directed approach, Adam, Sorensen and Cravatt 
(2002b)  report  successful  labeling  and  detection  of  at  least  nine  different  enzyme  classes 
using activity‐based probe with a sulfonate ester as reactivity group.  
An important advantage of ABPP is that it profiles proteins according to their function and 
can therefore distinguish active enzymes from their inactive zymogenes and inhibitor‐bound 
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forms (Kidd et al., 2001). Also, it allows targeting low‐abundant enzymes and those without 
an active nucleophile acid residue in their active site, such as protein kinases (Patricelli et al., 
2007). 
One  of  the major  limitations  of ABPP  lies  in  the  fact  that  the  reactivity  group, which  is 
known to make a covalent bond to the active site of enzymes, needs to be incorporated into 
the selectivity group. To avoid  this drawback and widen  the scope of enzymes  that can be 
specifically  targeted,  the capture compound approach  (affinity‐based protein profiling) has 
been introduced (Köster et al., 2007). 
 
1.4 Evolution of the activity-based methods: Capture Compound Mass 
Spectrometry™  
A novel  tool of  functional proteomics  is affinity‐based protein profiling  (AfBPP).  It can be 
considered an alternative of the ABPP, as both methods aim to reduce the complexity of the 
proteome by means of protein  function  (Dalhoff et al., 2010). AfBPP can be combined with 
protein  identification  by  MS.  This  method  is  also  known  as  Capture  Compound  Mass 
Spectrometry  (CCMS).  For  protein  detection  and  identification,  the CCMS  approach  uses 
capture  compounds  (CCs),  which  are  small  synthetic  molecules  with  three  functionalities 
(Figure  2).  A  selectivity  function  is  responsible  for  non‐covalent  reversible  binding  to  the 
target  protein,  a  reactivity  function  for  covalent,  irreversible  binding  to  the  protein,  and  a 
sorting function for physical isolation of the covalently modified protein. 
 
Figure 2: Capture compound design. 
 
The major difference between CCMS and ABPP  is  that  in CCMS, selectivity  (affinity‐based 
binding)  and  reactivity  (covalent  binding)  functions  are  performed  by  two  separated 
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functionalities, whereas in ABPP the reactive group of the activity‐based probe plays the role 
of both. The aim of CC design is to achieve protein isolation without any additional reporter 
markers (fluorescent, radioisotopic, etc.) (Köster et al., 2007). 
The selectivity function may be an enzyme substrate or inhibitor, a drug molecule, a DNA or 
RNA  fragment,  or  a  peptide. After  a CC  approaches  and  reversibly  binds  to  the  protein 
active  site,  a  reactivity  function,  usually  represented  by  phenyl  azide,  tetrafluorophenyl 
azide or  trifluoromethyl diazirine,  is activated with UV  light and creates a covalent  link  to 
the protein near the active site. After UV‐induced photo‐crosslinking, the CC with the bound 
protein can be pulled out via the sorting function of the CC. Typically this sorting function is 
biotin, which  allows  isolation with  streptavidin‐coated magnetic  beads  due  to  the  strong 
biotin‐streptavidin  interaction.  The  beads  are  thoroughly washed  after  that  to  remove  all 
non‐covalently  bound  proteins.  Finally,  the  captured  proteins  can  be  analyzed with  SDS‐
PAGE or LC‐MS/MS (Scheme 3). 
 
Scheme 3: The capture process: 1. A CC interacts with the target protein via the selectivity 
function. 2. Under UV light, the reactivity function of the CC creates a covalent bond to a 
protein. 3. After addition of streptavidin-coated magnetic beads, the sorting function of the 
CC (biotin) binds to streptavidin. 4. The protein with the CC can be isolated with a strong 
magnet and 5. analyzed via SDS-PAGE or liquid chromatography – mass spectrometry/mass 
spectrometry (LC-MS/MS). 
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To  date,  several  CCs  targeting  different  proteins  have  been  designed  and  successfully 
applied at caprotec bioanalytics GmbH (Figure 3 and Table 1). 
 
Figure 3: Variety of the selectivity functions used in CCMS™.  
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Table 1: Different selectivity groups and their targeted subproteomes. 
Selectivity function Target protein 
Phenyl sulfonamide Carbonic anhydrases (Köster et al., 2007) 
Cyclic adenosine monophosphate (cAMP) cAMP-binding proteins (mostly, kinases)
(Luo et al., 2009) 
Guanosine diphosphate (GDP) GDPases (Luo et al., 2010) 
S-adenosyl-L-honocysteine (SAH) Methyltransferases (Dalhoff et al., 2010) 
Staurosporine  Staurosporine-binding kinases (Fischer et 
al., 2010) 
Suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) Histone deacetylases (Fischer et al., 2011) 
 
Compared to the other approaches described above, CCMS offers several advantages. First, 
CCs are small molecules whose structure, purity and stability can be verified with standard 
chemical  analytical methods.  Then,  CCMS  is  performed  in  solution.  Therefore,  it  has  no 
limitations of  solid  support approaches,  such as poor  ligand accessibility due  to pore  size 
distribution  (Kroll  et  al.,  2009).  Furthermore,  covalent  binding  of  the  proteins  with  the 
reactivity function allows stringent washing conditions to be applied to the magnetic beads. 
This  way,  all  the  nonspecifically  bound  proteins  are  washed  away.  Also,  covalent 
crosslinking via  the  reactivity  function allows  isolation of proteins with  low affinity  to  the 
selectivity function. Other affinity‐based approaches tend to lose specifically bound proteins 
during  washing  steps  (Dalhoff  et  al.,  2010).  Another  advantage  is  that  because  of  the 
separation  of  selectivity  and  reactivity  functions  any  small molecule  that  non‐covalently 
binds to proteins can be used to target them. This way, a highly specific CC can be designed 
for every class of existing proteins (Lenz et al., 2011). Also, the length of the solubility linker 
can  be  varied,  adjusting  the  solubility  of  the  CC  to  be  in  line  with  the  corresponding 
biological  environment.  This  opens  up  the  possibility  for  selective  targeting  of  lipophilic 
membrane proteins  (Fischer  et  al.,  2010). This also helps  to optimize  the distance between 
selectivity function (which goes into the binding pocket of the protein) and sorting function 
(which  interacts with magnetic  beads)  to  avoid  steric  hindrance.  Finally,  due  to  the  high 
specificity of CCs, this approach can be used for capturing very low abundant proteins (Lenz 
et al., 2011). However, capturing is often accompanied by non‐specific background. It is the 
result of random covalent crosslinking of the CC to the proteins in the mixture. Thus, capture 
experiments  need  to  be done  in  the  presence  and  absence  of  competitors  (e.g.,  selectivity 
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function  alone).  The  difference  between  these  two  experiments  indicates  specifically 
captured proteins. 
In this work, the synthesis and/or application of several novel CCs will be reported. They are 
designed  to  target  two  of  the  most  important  subproteomes:  methyltransferases  (the 
methylome) and ATP‐binding proteins.  
 
1.4.1 Capturing the Methylome: A Click-SAH capture compound 
DNA methylation  is an  important biochemical process both  in prokaryotic and eukaryotic 
organisms and is crucial for normal cellular differentiation and development (Jeltsch, 2002). 
The transfer of the methyl group onto a target base in DNA is catalyzed by enzymes called 
DNA methyltransferases  (MTases).  They  transfer  the methyl  group  from  the  ubiquitous 
cofactor S‐adenosyl‐L‐methionine  (SAM or AdoMet)  to  cytosine or  adenine bases  in DNA 
and convert the AdoMet into S‐adenosyl‐L‐homocysteine (SAH or AdoHcy) (Scheme 4).  
 
 
Scheme 4: Reaction catalyzed by an adenine-specific DNA methyltransferase (MTase). 
 
DNA MTases can be classified into three different groups according to their target DNA base 
and position of  the methylation  (Lenz  et  al., 2007). DNA  (adenine‐N6) MTases modify  the 
exocyclic nitrogen  at  the  6 position of  adenine. DNA  (cytosine‐N4) MTases methylate  the 
exocyclic  nitrogen  at  the  4  position  of  cytosine  and  DNA  (cytosine‐C5) MTases modify 
carbon at the 5 position of cytosine (Figure 4). 
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Figure 4: Methylated bases found in DNA. 
 
In prokaryotes, all  three  types of methylation are  found. Here, methylation  controls DNA 
replication  and  cell  division,  directs  postreplicative DNA mismatch  repair  and  serves  for 
discrimination  between  self  and  foreign  DNA  (Jeltsch,  2002).  In mammalian  cells,  DNA 
methylation occurs at  the 5 position within 2’‐deoxycytidine‐phosphate‐2’‐deoxyguanosine 
(CpG dinucleotides) (Bird, 1986). It is essential for normal development and associated with 
a number of  important biological processes, such as  inhibition of gene expression, genomic 
imprinting and X‐chromosome inactivation as well as carcinogenesis. 
The ubiquitous cofactor SAM is the major biological methyl donor and the most widely used 
enzyme substrate after adenosine  triphosphate  (ATP)  (Jeltsch, 2002; Fontecave  et al., 2004). 
More  than  40 metabolic  reactions  involve  the  transfer  of  a methyl  group  from  SAM  to 
different substrates, such as nucleic acids, proteins, lipids and secondary metabolites. SAM‐
dependent enzymes are largely represented in all biological systems. For example, in E. coli 
they make  about  1.5%  of  the  total  protein  content. All  these  facts make  SAM‐dependent 
MTases an attractive target for proteomic research. 
Targeting SAM‐dependent MTases with  the CCMS approach would  imply  to use SAM as 
selectivity  function of  the capture compound.   However,  the activated sulfonium center of 
SAM  is chemically much  less stable  than  the  thioether group of  the demethylated cofactor 
SAH, making SAH a more viable selectivity function (Dalhoff et al., 2010).  
In recent years, several CCs having SAH as a selectivity function have been synthesized and 
successfully  applied  for  capturing  SAM‐dependent  MTases  (the  so‐called  methylome) 
(Dalhoff et al., 2010 ; Wirsing et al., 2011). An example of such a compound is given in  
Figure 3 (with R = SAH). 
Based on the success of SAH‐CCs in profiling MTases (Dalhoff et al., 2010 ) it was decided in 
the Weinhold  group  to  expand  this  concept  and  bring  into  play  the  reporter  group  after 
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photo‐crosslinking.  This  would  allow  rapid  attachement  of  any  reporter  to  the  tagged 
proteins and possibly reduce non‐specific background. Click chemistry reaction was chosen 
for this purpose and the respective CC was termed “Click‐SAH CC”.  
 
1.4.2 Click Chemistry  
Click chemistry is a concept developed and described by Barry Sharpless in 2001 (Kolb et al., 
2001;  for reviews see Hein et al., 2008 or Hein et al., 2010). A  typical “Click” reaction must 
have  a  wide  scope,  high  yields,  simple  conditions,  be  done  in  water  (preferably)  and 
generate  no  harmful  byproducts.  All  these  properties  make  Click  reactions  suitable  for 
applying  in  the  capture  procedure, which must  avoid  substances  or  conditions  that  can 
damage sensitive proteins. In addition, modification needs to be done in aqueous medium, at 
physiological pH and  temperatures not exceeding 37 °C. An example of a Click reaction  is 
the Cu(I)‐catalyzed Huisgen 1,3‐dipolar cycloaddition, schematically depicted in Scheme 5. 
  
 
Scheme 5: Cu(I)-catalyzed Huisgen1,3-dipolar cycloaddition.  
 
Click chemistry has been already utilized in ABPP for bioorthogonal ligation reactions (Hein 
et al., 2008; Hein et al., 2010; Breinbauer et al., 2003). The main purpose of the “Click‐ABPP” 
approach is to label the enzymes in vivo. In vivo studies can be considered a “higher level” of 
proteomic research compared to  in vitro experiments, because they allow direct monitoring 
of protein synthesis and post‐translational modification, as well as DNA and RNA synthesis 
or lipid metabolism (Dieterich et al., 2007). Before the introduction of Click chemistry, in vivo 
application of ABPP was difficult because of the bulky reporter tag, which interferes with the 
cellular uptake and distribution. As an alternative, a “tag‐free” version of ABPP has been 
developed  (Speers et al., 2003), where  the activity‐based probe comprised only  the reactive 
group (phenyl sulfonate ester) with an azide. After in vivo modification of a target enzyme, 
the  azide  of  the  probe  was  coupled  to  the  alkyne‐modified  reporter  tag  via  the  Click 
chemistry, as illustrated in Scheme 6. 
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Scheme 6: Click chemistry used in ABPP for in vivo capturing (Speers and Cravatt, 2004). 
RG = reactive group. 
 
To  date,  there  have  been  numerous  reports  about  successful  labeling  of  various  enzyme 
classes  using  Click  chemistry  (Ovaa  et  al.,  2003;  Barglow  and  Cravatt,  2007).  The  initial 
methodology by Speers et al. (2003) suffered from a high background of non‐specific labeling 
in comparison with traditional ABPP. This problem was overcome by using alkyne‐modified 
activity‐based probe and an azide‐modified reporter tag (Speers and Cravatt, 2004).  
Based on this, it is extremely interesting to incorporate the Click reaction also into the CCMS 
approach.  Such  a  “click”  CC would  contain,  in  addition  to  the  selectivity  and  reactivity 
functions, a terminal alkyne which replaces the polyethylene glycol (PEG) linker and biotin 
as sorting function (Figure 5). This would result in a smaller size CC, which is essential for 
cellular uptake, lead to a shorter synthetic route and allow to use various reporter tags that 
can be “clicked” to it after UV photo‐crosslinking (Scheme 7). 
 
Introduction 
16 
 
 
Scheme 7: A: Comparison of a regular CC with a possible Click-CC. SF = selectivity 
function, RF = reactivity function; B: Click-capture process and its possible applications. 
 
As depicted  in Scheme 7,  the  terminal alkyne  the “sorting end” of  the CC would open up 
many possible applications. The protein with a covalently bound CC can be “clicked”  to a 
biotin azide  for a  subsequent  isolation via magnetic beads. Furthermore,  the  length of  the 
linker  between  the  azide  and  biotin  can  be  varied,  allowing  optimization  of  capturing.  
Another approach is “clicking” with fluorophore azide (such as TAMRA azide) followed by 
fluorescence detection.  
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1.4.3 Capturing ATP-binding proteins 
ATP  is  the  most  abundant  cofactor  in  biological  systems  and  is  involved  in  numerous 
cellular processes, like signal transduction and energy conversion. ATP exerts its function by 
interacting with ATP‐binding proteins (ABPs). Many ABPs are transmembrane proteins that 
transport different substrates across cellular membranes. ABPs are also  involved  in muscle 
contractions, cellular motility and various metabolic processes (Chauhan et al., 2009). 
There are about 60 ATP‐binding protein families in the human genome, namely, kinases and 
ATP‐hydrolyzing enzymes  (Kuttner et al., 2003). A subproteomic  family of protein kinases, 
for example, consists of at least 518 enzymes with different sequence and structure (Manning 
et al., 2002; Kim and Sim, 2010), which catalyze phosphate group transfer to proteins. These 
phosphorylations  result  in  functional changes of  the substrate by altering enzyme activity, 
location  in  the  cell  or  association  with  other  proteins.  Analogously,  nucleoside  kinases 
catalyze  the  exchange  of  phosphate  groups  between  different  nucleoside  phosphates 
(Scheme 8).  
 
 
Scheme 8: Mechanism of action of kinases exemplified by thymidylate kinase. 
 
Kinases play a very  important role  in  the cell. They build up signal  transduction cascades, 
control  cell  development,  metabolism,  differentiation,  movement  and  apoptosis 
(programmed cell death). Homeostasis, intercellular communication and right functioning of 
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the immune as well as the nervous systems also involve phosphorylation of proteins and by 
protein  kinase  activity. Deregulation  and mutations  of  kinases  are  associated with many 
diseases  including  cancer  (Blume‐Jensen  and  Hunter,  2001),  inflammatory  diseases  and 
autoimmune  disorders, which makes  these  enzymes  important  drug  targets.  To  date,  30 
protein  kinases  are  already  studied  in drug discovery programs  in  oncological  and  other 
therapeutic areas (Kim and Sim, 2010; Fedorov et al., 2007).  
This biological and  therapeutic  importance makes kinases very attractive  targets  for ABPP 
and CCMS.   Over  the  last  20  years,  there have  been  several  reports  about designing  and 
application of affinity probes and activity‐based probes for kinase enrichment (Colman et al., 
1990; Wolters  et  al.,  2011).  As  a  reactive  group,  these  probes  typically  contain  a  kinase 
inhibitor staurosporine (Shi et al., 2011), modified nucleosides (Colman et al., 1990), or ATP 
itself, coupled with a reactive group (Wolters et al., 2011). Attachment of the reactive group 
to ATP was performed to date at different positions including the nucleoside base and the  
5’‐, 2’‐ or 3’‐position of the ribose sugar. It turned out that coupling of the reactive group to 
the  γ‐phosphate  of  the  nucleotide  provides  the  best  possibility  of  protein  enrichment, 
because  it  leaves  the  adenine moiety  untouched, which  is  crucial  for  recognition  of  the 
activity‐based probe by the kinases and other ABPs (Colman et al., 1990).  
For CCMS, one could imagine a CC that has either a kinase inhibitor (e.g. staurosporine) or 
ATP as selectivity function. A staurosporine‐CC has already been developed and employed 
at  caprotec    bioanalytics  GmbH  for  capturing  of  staurosporine‐binding  kinases  from  a 
hepatocyte  cell  line  (Fischer  et  al.,  2010).  As  a  complement  to  the  toolkit  for  kinase 
enrichment, a set of CCs with ATP as a selectivity function was designed and synthesized in 
the Weinhold group as well as at  caprotec bioanalytics GmbH. The  selectivity  function of 
these CCs is coupled via its γ‐phosphate to the CC scaffold (Figure 5). This way, the adenine 
ring of the ATP stays unmodified, which would ease the ATP‐binding protein to recognize 
the selectivity function of the CC. 
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Figure 5: γ-ATP capture compound design. 
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2 AIM OF THE PROJECT 
The goal of  this work  is  to develop and apply novel capture compounds  (CCs)  for protein 
isolation and identification. The first project involves the synthesis and application of Click‐
SAH CC  for capturing methyltransferases  (MTases), whereas  the second one  is  focused on 
the application of the γ‐ATP CCs for capturing ATP‐binding proteins. 
 
2.1 Click-SAH CC for capturing of MTases 
The main aim of the first project is to bring Click chemistry into CCMS approach. To fulfill 
this task, a CC with a terminal alkyne  instead of the sorting function, will be designed and 
synthesized. A click reaction will provide the attachment of the sorting function to the CC. 
As the click reaction, copper‐catalyzed azide‐alkyne 1,3‐dipolar cycloaddition (CuAAC) will 
be used. The conditions of CuAAC will be optimized according  to  the requirements of  the 
CCMS approach. The second goal of the Click‐SAH project is to test different applications of 
the  Click‐SAH  CC,  such  as  fluorescence  detection  of  MTases  and  capturing  with 
streptavidin‐coated magnetic beads. The third goal is to compare novel Click‐SAH CC with 
already  known  SAH CC, which has  a  biotin  as  the  sorting  function  (Dalhoff  et  al.,  2010). 
Capturing with this compound, named B1_N6SAH, suffers from unspecific background due 
to  the  labeling of  the proteins with biotin  instead of SAH or unspecific photo‐crosslinking. 
The Click‐SAH CC  should not have  this problem  and provide more  specific  capturing  of 
MTases.  
SAH will be used as the selectivity function of the novel CC because of the positive results 
with B1_N6SAH in capturing MTases (Dalhoff et al., 2010). Phenyl azide will be employed as 
reactivity  function  because  of  its  simple  synthetic  accessibility  and  the  fact  that  identical 
selectivity and reactivity functions of B1_N6SAH and the novel Click‐SAH CC will enable a 
direct  comparison  between  these  two  CCs  in  terms  of  specificity  and  capture  yield.  D‐
Propargylglycine will function as central building block for the scaffold of the Click‐SAH CC 
with  the purpose  to  increase  the efficiency of  the Click‐SAH CC synthesis as compared  to 
B1_N6SAH.  
 
2.2 -ATP CCs for capturing ATP-binding proteins 
The  aim  of  the  second  project  is  to  apply  new  γ‐ATP  CCs  for  capturing  ATP‐binding 
proteins  (ABPs)  in  purified  form  as well  as  from E.  coli  lysate. The  synthetic  part  of  this 
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project  was  performed  by  R.  Bofinger  from  the  Weinhold  group  (B1_ATP  CC)  and  M. 
Baranowski from caprotec bioanalytics GmbH (other γ‐ATP CCs). The resulting compounds 
are  the  first  CCs  for  the  CCMS  approach  that  have ATP,  coupled  to  the  scaffold  via  γ‐
phosphate,  as  a  selectivity  function.  Phenyl  azide,  phenyl  trifluoromethyl  diazirine  and 
tetrafluorinated phenyl azide are used as reactivity functions of the γ‐ATP CCs to compare 
the  efficiency  of  UV  photo‐crosslinking  of  different  photoreactive  moieties.  Different 
diamines  function  as  linkers  between  the  selectivity  function,  ATP,  and  the  rest  of  the 
molecule to investigate if a small change in structure will influence the capture profile. Biotin 
is used as a sorting function for all the γ‐ATP CCs to allow isolation with streptavidin‐coated 
magnetic beads.  
Based on this work, commercial capture kits for ABPs identification and enrichment will be 
developed. The long‐term goal of this project is to prepare a “cleavable” CCs, which can be 
detached from the proteins after their isolation with magnetic or agarose beads. In this work, 
two of the γ‐ATP CCs contain an aromatic azo‐group between their reactivity function and 
the  rest  of  the molecule.  This  should make  it  possible  to  cleave  the  covalently  captured 
protein  from  the  CC  after  UV  irradiation.  The  conditions  of  this  cleavage  will  be 
investigated. 
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3 Results and Discussion 
3.1 C1_N6SAH: a new tool for capturing methyltransferases 
A new capture compound, C1_N6SAH 1, was designed  in  this work as a novel proteomic 
tool  for capturing of methyltransferases  (MTases).  In accordance with  the requirements  for 
CCs,  it  contains  three  functions:  a)  S‐adenosyl‐L‐homocysteine  (SAH)  as  a  selectivity 
function, which binds to the cofactor‐binding site of MTases, b) a phenyl azide as a reactivity 
function  for  the  covalent  crosslinking  the MTase  to  the CC under UV  light,  c)  a  terminal 
alkyne  as  chemical  handle  for  later  attachment  of  a  sorting  function  and  the  physical 
isolation of the captured proteins from the capture medium. Compared to the previous SAH 
capture  compound,  B1_N6SAH  2  (Dalhoff  et  al.,  2010),  it  is  seen  that  B1_N6SAH  2  and 
C1_N6SAH 1 (Figure 6) have identical reactivity and selectivity functions. They differ in the 
central  amino  acids:  L‐aspartic  acid  is  used  for  B1_N6SAH  2  and  D‐propargylglycine  for 
C1_N6SAH 1. The second difference is in their sorting functions: a biotinylated polyethylene 
glycol (PEG) linker is used for B1_N6SAH, whereas a terminal alkyne is used in C1_N6SAH 
for a following attachment of biotin via Click chemistry. 
 
Figure 6: Structures of C1_N6SAH and B1_N6SAH capture compounds.  
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3.1.1 Reactivity function  
Aromatic azides, such as phenyl azide, phenyl trifluoromethyl diazirine and tetrafluorinated 
phenyl  azide  (Figure  7), have been  commonly used  in CC design.  In  this work,  a phenyl 
azide, derived from p‐azidobenzoic acid was chosen as a reactivity function for C1_N6SAH. 
It  is available via a short synthesis route (Bräse et al., 2005) and  it allows direct comparison 
with B1_N6SAH. 
 
 
Figure 7: Different photo-crosslinkers used in the CCMS approach.  
 
3.1.2 Selectivity function  
S‐Adenosyl‐L‐homocysteine  (SAH)  is  the  reaction  product  of  MTases  formed  from  S‐
adenosyl‐L‐methionine (SAM), a natural cofactor for MTases. SAH lacks the methyl group at 
sulfur  and  was  chosen  for  B1_N6SAH  2  as  a  selectivity  function  because  of  its  higher 
chemical  stability  compared  to  SAM.  In  addition,  SAH  is  known  to  be  a  good  product 
inhibitor and binds tightly to MTases (Dalhoff et al, 2010). For coupling with the CC scaffold 
(here: a capture compound without a selectivity function), a  linker‐functionalized analogue 
of SAH, namely, N6SAH 3 was used  in a protected  form. Here,  the Boc‐group  is used  for 
amino group protection, the tert‐butyl group serves for protection of the carboxylic acid and 
the isopropylidene group is allowed to protect the diol as acetal (Figure 8).  
 
 
 
Figure 8: Structure of protected N6SAH 3. 
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3.1.3 Sorting function  
In earlier studies, biotin was used as a sorting function for SAH capture compounds, because 
it allows to readily isolate the captured proteins via binding to streptavidin‐coated magnetic 
beads as shown in Scheme 9 (Dalhoff et al., 2010). 
 
Scheme 9: Isolation of a captured protein via biotin-streptavidin interaction using MTase and 
SAH capture compound as an example. 
 
C1_N6SAH 1 was designed to contain a terminal alkyne rather than biotin. The underlying 
idea  is  that  this  functionality  will  allow  applying  Click  chemistry,  namely,  a  copper‐
catalyzed  azide‐alkyne  1,3‐dipolar  cycloaddition  (CuAAC)  to  couple  the  CC  with  a 
biotinylated azide or a fluorophore azide. This would extend the capture procedure from one 
step  (UV  photo‐crosslinking)  to  two  steps  (UV  photo‐crosslinking  and  Click  reaction). 
However,  this  should help  to  reduce non‐specific binding and  crosslinking, which are  the 
major problems in CCMS due to the presence of biotin (Poot, 2011). Also, it would allow an 
easy variation of the linker length by employing biotinylated azides with different number of 
PEG  units. Another  possible  application would  be  in  vivo  labeling  of  the  proteins  by  the 
Click‐SAH  CC,  because  the  significantly  smaller  size  of  C1_N6SAH  1,  as  compared  to 
B1_N6SAH 2 (Figure 6), is expected to ease its uptake by cells. 
 
3.1.4 Choice of amino acid for the C1_N6SAH scaffold 
A  commercially  available  amino  acid, D‐propargylglycine  (H‐D‐Pra‐OH  4), was  chosen  as 
central  building  block  of  C1_N6SAH  1.  This  choice  of  H‐D‐Pra‐OH  4  was  based  on  its 
commercial availability and low price. In addition, it already bears a terminal alkyne, which 
Results and Discussion 
 
25 
 
can be seen from Figure 9. The D‐(R)‐configuration was chosen because it leads to the same 
relative stereochemistry of selectivity, reactivity and sorting function as in B1_N6SAH 2. 
 
 
Figure 9: Structure of H-D-Pra-OH. 
 
Furthermore, L‐aspartic acid, which was used for B1_N6SAH 2, tends to give problems due 
to internal cyclization of aspartic acid in B1 scaffold 5 (Dalhoff, personal communication). As 
a  result of such a cyclization, a  five‐membered  ring  is  formed. Such a  five‐membered  ring 
has been described  by Capasso  et  al.  (1992). The mechanism  of  the  internal  cyclization  of 
aspartic acid is shown in Scheme 10. Such a side reaction lowers the efficiency of the capture 
compound  synthesis,  namely,  the  coupling  with  the  selectivity  function.  A  scaffold 
constructed  using H‐D‐Pra‐OH  4 will  not  remain  a  problem  because  no  extra  nitrogen  is 
present to form a five‐ membered ring. 
 
 
Scheme 10: Intramolecular cyclization of the aspartic acid fragment in B1_N6SAH scaffold 5 
(R = (PEG)3-Biotin) upon activation of the carboxylic acid. 
 
3.2 Synthesis of C1_N6SAH 
3.2.1 Synthesis of C1_N6SAH scaffold 
Synthesis of the C1 scaffold 6 was achieved by three steps (Scheme 11). First, p‐azidobenzoic 
acid  (8)  is  synthesized  from  commercially  available  p‐aminobenzoic  acid  (7)  through 
diazotization reaction with nitrous acid and subsequent displacement of the diazonium salt 
with sodium azide (Bräse et al., 2005). Second, the resulting product p‐azidobenzoic acid (8) 
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is coupled with N‐hydroxysuccinimide (NHS, 9) to activate the carboxylic acid and produce 
the  corresponding  NHS‐ester  10  (Galardy  et  al.,  1973).  Finally,  the  NHS‐ester  of  p‐
azidobenzoic acid 10  is allowed  to  react with H‐D‐Pra‐OH 4  to  result  in  the C1  scaffold 6 
(Scheme 11). 
 
 
Scheme 11: Synthesis of C1 scaffold 6. 
 
3.2.2 Selectivity function: peptide coupling reaction 
3.2.2.1 Model reaction of C1 scaffold with N-Boc-1,4-diaminobutane  
To introduce a selectivity function in C1_N6SAH 1, N6SAH 3 needs to be coupled with the 
C1 scaffold 6. This is done via amide bond formation, or in other words, by peptide coupling. 
Based on the fact that C1 scaffold 6 can be produced fast and on a gram scale, while N6SAH 
3  requires  a  10‐step  synthesis,  it was  decided  to  optimize  coupling  conditions  using  C1 
scaffold  6  with  various  peptide  coupling  reagents  in  a  model  reaction  with  N‐Boc‐1,4‐
diaminobutane 11 (see Scheme 12).  
 
Scheme 12: Coupling the C1 scaffold 6 with N-Boc-1,4-diaminobutane (11) (model reaction). 
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3.2.2.2 Peptide coupling reagents 
The amide (peptide) bond –C(O)–NH– is a chemical motif that connects amino acids to form 
peptides and proteins (Kimmerlin and Seebach, 2005; Pattabiraman et al., 2011). A carboxylic 
acid and an amine, which are required for the peptide bond formation, react, however, only 
if the carboxylic group  is activated with a special reagent that converts the carboxylic –OH 
group into a better leaving group. After activation of the carboxylic acid, an amine is added 
(Montalbetti  and  Falque,  2005).  The  existing  peptide  coupling  reagents  (Kimmerlin  and 
Seebach, 2005) can be divided into two groups. One of them consists of carbodiimides with 
additives and the other one consists of uronium and phosphonium salts.  
In  this work,  several  of  these  reagents were  tested  for  peptide  coupling  between  the C1 
scaffold 6 and the N‐Boc‐1,4,‐diaminobutane 11 (Figure 10). 
 
 
 
Figure 10: Structures of the peptide coupling reagents and additives used in this work 
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3.2.2.3 Traditional peptide coupling reagents: carbodiimides with additives 
DIC 13 is one of the oldest peptide coupling reagents. It has found wide application in amide 
chemistry, because  it  is cheap and rather effective  (Williams and  Ibrahim, 1981). However, 
the  activation with DIC has  significant drawbacks. Being  too  reactive,  it  can  cause partial 
racemization of the amino acid. Besides this,  it tends to form unreactive side products by a 
rearrangement reaction, as it is shown in Scheme 13. 
To  suppress  side  reactions,  several  additives  have  been  used,  such  as  1‐
hydroxybenzotriazole  (HOBt,  17),  1‐hydroxy‐7‐azabenzotriazole  (HOAt,  18)  or  NHS  9 
(Carpino, 1993). They produce the active esters of the carboxylic acid, which then can react 
with the free amine to give the desired product. Typically, for small scale synthesis, DIC  is 
used in combination with HOBt, HOAt or NHS for in situ activation. HOAt is more effective 
than HOBt, but both additives are rather unstable, which makes storage and transportation 
problematic (Bruckdorfer, 2004). 
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Scheme 13: Schematic mechanism of carboxylic acid activation by DIC 13 with the additive 
HOBt 17 or NHS 9 (adapted from Gider (2011). 
 
Besides  control over  the  side  reaction,  the pH must be kept basic  in  the peptide  coupling 
reaction, because an  excess of additive  can push  it  in  the acidic  region  (e.g.,  the pH of an 
aqueous solution of HOBt at a concentration of 5 g/L is 3 ‐ 4). As a base for pH adjustment, 
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the acylation  catalyst 4‐dimethylaminopyridine  (DMAP, 19) or N,N‐diisopropylethylamine 
(DIPEA, 20) are widely used (El‐Faham and Albericio, 2010). 
 
3.2.2.4 New peptide coupling reagents: uronium salts 
Uronium  salts  belong  to  the new generation  of peptide  coupling  reagents  (Carpino  et  al., 
2002).  The  reagents  used  in  the  present  study  are  shown  in  Figure  10.  The  respective 
coupling reagent, shown in Scheme 14 at the example of TBTU 14, interacts with the amino 
acid to produce an activated ester. This ester then reacts with the free amine to result in the 
desired product. Coupling with HATU 15 works analogously to coupling with TBTU 14. 
 
Scheme 14: Mechanism of peptide coupling reaction with the uronium salt TBTU 14. 
 
The  coupling mechanism with  TBTU  14  and HATU  15  is  quite  similar  to  that with  the 
DIC/HOBt  system,  because  in  all  cases  it  involves  activation  with  a  benzotriazole  or 
azabenzotriazole group. However, TBTU 14 and HATU 15 have some major advantages over 
the DIC/HOBt system. They are not explosive  (therefore easier  to handle) and  there  is  less 
risk of forming a non‐reactive N‐acyl urea undesired product (see Scheme 13).  
In COMU 16, the benzotriazole moiety is substituted with ethyl(hydroxyimino)cyanoacetate 
(Oxyma), a better leaving group (Subiros‐Funosas, 2009; El‐Faham and Albericio, 2010), the 
mechanism is depicted by Scheme 15. 
A set of model  reactions with different peptide coupling  reagents was performed both  for 
the B1 and the C1 scaffold. They are summarized in Table 2. 
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Scheme 15: Mechanism of peptide coupling with COMU 16, additionally supported in this 
work by HOAt 18. 
 
Table 2: Yields for the coupling of C1 scaffold 6 and B1 scaffold 5 with N-Boc-1,4,-
diaminobutane 11  employing different coupling reagents and additives. 
Coupling reagent, 
additives 
Base C1 scaffold 
(%) 
B1 scaffold 
(%) 
DIC, HOBt  DMAP 72 28 
TBTU DIPEA 72 25 
HATU, HOAt DIPEA 74 31 
COMU, HOAt  DIPEA 81 60 
 
All reactions were monitored with reversed‐phase rp‐HPLC and showed the formation of a 
new  peak  after  20  h.  The  corresponding  compounds  were  purified  by  HPLC  and 
characterized by ESI‐MS as coupling products of scaffold 5 or 6, respectfully, and N‐Boc‐1,4‐
diaminobutane 11. As an example, the chromatogram for the coupling reaction of C1 scaffold 
6 and amine 11 with DIC (13), HOBt (17) and DMAP (19) is shown (Figure 11). The reaction 
itself is shown in Scheme 12.  
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Figure 11: Rp-HPLC analysis of model reaction between C1 scaffold 6 and N-Boc-1,4-
diaminobutane 11 with DIC (13),  HOBt (17) and DMAP (19). After 20 h at RT, the starting 
material (C1 scaffold 6, 31 min) has disappeared and a new peak with a retention time of 36 
min appeared which was assigned to be the coupling product 12 by means of ESI-MS. 
 
The  results  in  Table  2  show  that  the  C1  scaffold  6  indeed  gives  higher  coupling  yields 
compared  to  B1  scaffold  5 with  all  the  reagents  used.  These  results  encouraged  further 
experiments with C1 scaffold 6 and the amine N6SAH 3 leading to a more efficient synthetic 
route compared to the synthesis of B1_N6SAH 2. 
 
3.2.2.5 Peptide coupling of C1 scaffold and N6SAH  
For the peptide coupling reaction between C1 scaffold (6) and protected N6SAH (3), DIC (13) 
and HOBt  (17) were chosen as  the coupling  reagents with addition of DMAP  (19) as base. 
The C1 scaffold 6 was coupled with N6SAH 3 under mild conditions (Scheme 16). 
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Scheme 16: Coupling of the C1 scaffold 6 with N6SAH 3. 
 
The  reaction  progress  was  monitored  with  rp‐HPLC  (Figure  12).  After  20  h,  the 
corresponding chromatogram showed formation of a new peak with a retention  time of 44 
min. This reaction product was purified by preparative rp‐HPLC and characterized by ESI‐
MS analysis as  the coupling product 21 of  the C1 scaffold 6 and N6SAH 3 (expected mass: 
892.41  [M+H]+,  found:  892.8  [M+H]+).  Thus,  the  coupling  of  the  C1  scaffold  6  with  the 
selectivity function N6SAH 3 was successful and the product 21 was obtained in good yield 
(71%).  
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Figure 12: Rp-HPLC analysis of the coupling between C1 scaffold 6 and N6SAH 3 using 
DIC (13), HOBt (17) and DMAP (19) after 20 h at RT. As C1 scaffold 6 was used in excess, 
remaining material is present in the reaction mixture (Rt = 31 min), whereas N6SAH 3 (Rt = 
33 min) is fully consumed. A new peak is formed at Rt of 44 min and the compound is 
characterized by ESI-MS as the coupling product 21. 
 
3.2.3 Deprotection of C1_N6SAH 
The  final CC must  not  contain  any  protecting  groups  on  the  SAH moiety  in  order  to  be 
recognizable by an MTase. In addition, removal of the protecting groups makes C1_N6SAH 
1  soluble  in water  that  is  not  the  case  for  the  protected  one  19, which  only  dissolves  in 
organic solvents like dichloromethane. The latter is essential to allow capturing of proteins in 
aqueous cell extracts. The deprotection reaction is acid‐catalyzed (see Scheme 17).  
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Scheme 17: Deprotection of C1_N6SAH 1 under acidic conditions. 
 
First,  hydrochloric  acid  (HCl)  was  chosen  as  the  deprotecting  agent,  and  protected 
C1_N6SAH 21 was treated with HCl (1 M in water) 2 days at 4 °C. Rp‐HPLC analysis showed 
the formation of two major peaks. The corresponding compounds were characterized by ESI‐
MS as a deprotection product with the tert‐butyl group still attached 23 and the depurination 
product 22. Since this was not desired, an alternative strategy had to be found.  
To  avoid water  in  the  reaction medium  and  to  prevent  depurination,  trifluoroacetic  acid 
(TFA) in dry acetonitrile (Vol. % 1:1) was chosen as milder deprotecting agent. After 1 day of 
stirring at 4 °C and another day of stirring at room temperature, rp‐HPLC analysis showed a 
product peak with a retention time of 26 min (see Figure 13). The corresponding product was 
characterized by ESI‐MS and gave  the expected mass of  the desired product C1_N6SAH 1. 
The peak at 27 min corresponds to the depurinated compound 22. 
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Figure 13: Rp-HPLC analysis for the deprotection of 21 with 50% trifluoroacetic acid in 
acetonitrile. After incubation with 50% TFA for 2 d (24 h at 4 °C and then 24 h at r.t.) the 
starting material 21 is disappeared and three new peaks have formed. The one at Rt = 29 
min corresponds to deprotection product with the tert-butyl group still attached (23), the one 
at Rt = 26 min is the fully deprotected compound 1 and the one at Rt = 27 min is the 
depurination product 22. All three compounds were successfully purified by analytical rp-
HPLC and characterized by ESI-MS. 
 
From  these  results,  several  conclusions  can  be  drawn  for  the  deprotection  reaction.  First, 
water must be avoided in the reaction medium. Drying of the solvent and avoiding moisture 
is  crucial  because water  leads  to depurination. Removal  of  the  t‐butyl  group  is  slow  and 
requires room temperature. Removal of the isopropylidene group requires one equivalent of 
water  for nucleophilic  attack  at  the protecting group  and  is  theoretically not  supposed  to 
take  place  under  dry  conditions.  However,  in  the  experimental  work,  a  C1N6SAH 
compound with  only  isopropylidene  group  still  attached was  never  observed  by  ESI‐MS 
analysis.  It  is  likely  that during  t‐butyl group  removal  there begins a competition between 
product  formation and depurination  (Figure 13, peaks 1 and 22). This  implies  the need  to 
stop  the  reaction prematurely  to  avoid  lowering  the  yield  significantly. The highest  yield 
obtained for this reaction was 35%. 
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In summary, the major problem of deprotection in this work is depurination. The conditions 
need  to  be  optimized  in  terms  of  acid,  concentration,  temperature  and  time  in  order  to 
achieve minimal depurination with all three protecting groups cleaved. 
 
3.3 Application of C1_N6SAH 
3.3.1 Conditions of the Click reaction for C1_N6SAH 
C1_N6SAH 1 contains a terminal alkyne with the underlying idea to use Cu‐catalyzed azide‐
alkyne  1,3‐dipolar  cycloaddition  (CuAAC)  for  attaching  the  sorting  function  and  isolating 
captured proteins. The conditions for the Click reaction were chosen as  in previous studies 
performed in the Weinhold group (Willnow et. al., 2012) and are given in Table 3. 
Table 3: Conditions of the Click reaction used in this work. 
Reagent Concentration Function 
Copper(II) sulfate 0.6 mM Source of Cu(I) 
Sodium ascorbate 50 mM Generates Cu(I) in situ from Cu(II) sulfate 
Tris(hydroxypropyl)- 
triazolylmethylamine 
(THPTA) 
0.6 mM Ligand for redox protection of Cu(I) and 
protection of biomolecules from damage by 
free Cu(I) ions 
Azide (biotin or TAMRA) 80 µM (two or eight fold excess compared to the 
coupling partner) 
  
3.3.2 Two ways of “clicking”  
With  C1_N6SAH  1,  the  capture  process  consists  of  two  chemical  reactions:  UV  photo‐
crosslinking  and  the Click  reaction.  It  is  crucial  to decide  in which  order  these  two  steps 
should be performed  (Scheme 18). The sequence with  the Click  reaction  first and  then UV 
photo‐crosslinking, however, bears the potential danger of click polymerization between the 
aromatic azide and the propargylic side chain of C1_N6SAH 1. This would lead to a damage 
of the reactivity function and inability of the CC to create a covalent bond to proteins.  
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Scheme 18: Two possible sequences of conducting capture experiments with C1_N6SAH 1.  
 
When following a procedure where UV photo‐crosslinking is done before the Click reaction, 
the  aromatic  azide  of  C1_N6SAH  1 will  be  destroyed  under  UV  irradiation  to  create  a 
covalent bond to captured proteins and will not participate in the Click reaction. According 
to that, in all capture experiments, UV irradiation was performed prior to the Click reaction.  
 
3.3.3 Capture experiments with C1_N6SAH 
The  terminal  alkyne  in  C1_N6SAH  1  gives many  possibilities  to  easily  and  quickly  test 
several options for capturing with C1_N6SAH 1 in terms of isolation and/or detection of the 
captured  proteins. Using  a  biotin  azide  for  the Click  reaction would  allow  isolation with 
streptavidin‐coated magnetic beads, as has been done with B1_N6SAH 2 (Dalhoff et al., 2010; 
Poot, 2011). In addition, the length of the linker between biotin and azide can be easily varied 
to  optimize  the  efficiency  of  capturing.  Furthermore,  fluorescence  detection  can  be 
performed with TAMRA azide 24. 
 
3.3.4 Fluorescence detection using TAMRA azide  
To  test  the  principal  ability  of  C1_N6SAH  1  to  capture  MTases,  TAMRA  azide  24 
(synthesized  in  the Weinhold  group  from  commercially  available  TAMRA  and  11‐azido‐
3,6,9‐trioxaundecan‐1‐amine 26) was used for the Click reaction after UV photo‐crosslinking 
because this procedure requires no isolation with magnetic beads and allows easy detection 
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under UV light. The whole process is illustrated in Scheme 19 and the results with the DNA 
methyltransferase M.TaqI are given in Figure 14.   
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Scheme 19: Attachment of the sorting function to the C1_N6SAH after UV photo-
crosslinking: the Click reaction with TAMRA azide 24 and biotin-(PEG)3-azide 25 
(synthesized by coupling of biotin NHS ester 28 with 11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amine 
26). R: rest of the corresponding azide.  
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Figure 14: SDS-PAGE analysis of labeling M.TaqI (10 µM, 9.58 µg) with C1_N6SAH 1 (10 
µM) and TAMRA azide (80 µM). (left: fluorescence detection, right: Coomassie staining). Mw: 
molecular weight marker with indicated masses in kDa. A: capture assay, C: competitor 
control (10 mM SAH), no Cu: control in the absence of copper(I). 
 
In  the  gel  in  Figure  14,  a  fluorescent  band  around  50  kDa  is  visible  in  lane  A,  which 
corresponds  to  fluorophore  labeled  M.TaqI.  Lanes  “C”  and  “no  Cu”  represent  control 
experiments: SAH competitor control and no copper control.  In  these controls,  the M.TaqI 
band is absent, which allows to conclude that both UV photo‐crosslinking and Click labeling 
of M.TaqI  are  specific.  The  lower  fluorescent  band  around  20  kDa  is  supposedly  a  side 
product  of  the  Click  reaction  with  TAMRA  azide  24,  which  does  not  include  proteins, 
because  this  band  is  not  detected  by  Coomassie  staining.  The  capture  yield  (visually 
estimated) is around 20%.  
 
3.3.5 Optimizing yield of capturing: THPTA concentration 
One way  to optimize  the  conditions of  capturing, or more precisely,  increase  the  labeling 
yield is to vary the THPTA concentration in the Click reaction (Motorin et al., 2011). The role 
of  the  ligand  is  to keep copper  in  the reduced state Cu(I) and also  to protect biomolecules 
that can be damaged by Cu(I). Excess of  ligand can, on  the one hand, accelerate  the Click 
reaction. Too much of  the  ligand, however, can sterically hinder copper  from access  to  the 
alkyne and impede the Click reaction. 
In series of experiments, different molecular ratios of copper to ligand (1, 2 and 5 fold excess 
of the ligand) were tested. As before, two controls (competitor and no copper) for the ratio of 
copper to ligand of 1:1 were performed (Figure 15). 
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Figure 15: SDS-PAGE analysis for optimizing the THPTA concentration using fluorescence 
labeling of M.TaqI. M.TaqI: 10 µM (9.58 µg), C1_N6SAH 1: 10 µM, TAMRA azide: 80 µM. 
Left: fluorescence detection. Right: Coomassie staining of the gel. Mw: molecular weight 
marker, kDa. Molecular weight markers were rearranged with gels for simplicity (place of cut 
indicated by black vertical line). Original gel images are available on request in the Weinhold 
group.  
 
The most prominent fluorescent M.TaqI band is obtained with a THPTA concentration of 1.2 
mM. At 0.6 mM THPTA, much  less protein  is  labeled and at 3.0 mM  there  is no fluorescent 
band at all. Thus, 1.2 mM THPTA proves to be the optimal ligand concentration within this 
series  of  experiments.  The  corresponding  copper  to  ligand  ratio  is  1:2. At  a  large  ligand 
excess  (copper  to  ligand  ratio  of  1:5)  the Click  reaction  does  not  take  place  as  discussed 
above. 
 
3.3.6 Isolation using biotin azide 
The experiment with biotin‐(PEG)3‐azide 25 (synthesized by coupling of biotin NHS ester 28 
with 11‐azido‐3,6,9‐trioxaundecan‐1‐amine 26) was performed in analogy with the one with 
TAMRA  azide  24.  The  major  difference  is  that  captured  proteins  were  isolated  with 
streptavidin‐coated magnetic beads and detection was performed by silver staining of the gel 
(see Scheme 19 and Figure 16). 
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Figure 16: SDS-PAGE analysis (in duplicates) of capturing M.TaqI (10 µM, 9.58 µg) with 
C1_N6SAH 1 (10 µM) and biotin-(PEG)3-azide 25 (80 µM), visualized by silver staining. A: 
assay, C: competitor control (10 mM SAH), no Cu: control in the absence of Cu(I). Mw: 
molecular weight marker, kDa. Isolation was performed with streptavidin-coated magnetic 
beads. 
 
The  result  of  this  experiment  corresponds  to  the  TAMRA  azide  experiment:  M.TaqI  is 
captured  specifically. The  smearing  in  the assay and competitor  lanes can be attributed  to 
protein degradation, caused by Cu(I). It implies that the time of the Click reaction should be 
reduced.  The  fact  that  the M.TaqI  degradation  was  not  visible  in  the  experiments  with 
TAMRA azide can be attributed to the higher sensitivity of the silver staining compared to 
Coomassie staining or to the higher efficiency of labeling with biotin as compared to the one 
with TAMRA. 
 
3.3.7 Optimization of capturing conditions: Click reaction time 
It  was  clear  from  previous  experiments  (Figure  16)  that  some  components  of  the  Click 
reaction seem to cause M.TaqI degradation. To obtain maximum labeling yield and minimal 
protein  degradation,  the  time  of  Click  reaction was  optimized.  In  this  experiment,  three 
different  reaction  times  for  the Click  reaction were  tested: 5 min, 30 min, and 60 min. The 
corresponding gel is shown in Figure 17. 
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Figure 17: SDS-PAGE analysis for optimizing the Click reaction time for isolation of M.TaqI 
(10 µM, 9.58 µg) with C1_N6SAH 1 (10 µM) and biotin azide 25 (80 µM), visualized by silver 
staining. A: assay, C: competitor control (10 mM SAH). Mw: molecular weight marker, kDa. 
Isolation was performed with streptavidin-coated magnetic beads. 
 
The  best  results were  obtained with  a  reaction  time  of  30 min.  At  this  time, M.TaqI  is 
captured  specifically  and no  significant degradation  is observed. After  60 min  incubation, 
much more protein degradation  is observed. It should be mentioned  that  the  total  times of 
protein  incubation with  the  ingredients of  the “Click” mix are significantly  longer, because 
after 5, 30, or 60 min at 37 °C, the samples are incubated with magnetic beads for 1 h at 4°C. 
At  this  temperature,  the Click  reaction  is  slow  (Willnow, personal communication), but as 
long as Cu(I) is still present, protein damage might proceed. Nonetheless, after 30 min of the 
Click reaction and following  incubation with beads, degradation of the M.TaqI seems to be 
minimal with acceptable yield for isolation. 
 
3.3.8 Optimization of capturing conditions: Linker length 
B1_N6SAH 2 already contains a biotinylated polyethylene glycol (PEG) chain with three PEG 
units. Thus,  the question arose, whether  this PEG‐linker  length  is enough  for  the sterically 
unhindered  interaction  between  a  protein with  CC  attached  and  the  streptavidin‐coated 
magnetic bead particle. To answer this question, two commercially available amine‐(PEG)n‐
azides were  chosen: one with  three  and one with  ten PEG units  (26  and  27,  respectively) 
(Scheme 20). The corresponding biotinylated azides 25 and 29 were prepared by coupling of 
the biotin NHS ester 28 with 26 or 27. The biotin‐NHS 28 was prepared by coupling of the 
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commercially available biotin 37 and N‐hydroxysuccinimide 9. Capturing results with both 
biotinylated azides are shown in Figure 18. 
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Scheme 20: Synthesis of biotinylated azides 25 and 29. 
 
 
Figure 18: SDS-PAGE analysis of the capturing of M.TaqI (10 µM, 9.58 µg) with C1_N6SAH 
(10 µM) using the biotin azides 25 and 29 (80 µM) with different linker length. A: assay, C: 
competitor (10 mM SAH) control, no Cu: control in the absence of Cu(I). Mw: molecular weight 
marker, kDa.   
 
There is no significant difference between the results for both capturing experiments, which 
implies that the linker length does not influence the efficiency of capturing. In other words, 
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the three PEG units of the original linker are enough for the biotin moiety on the protein to 
be reached by streptavidin on magnetic beads. 
 
3.3.9 Comparison between C1_N6SAH and B1_N6SAH 
As B1_N6SAH 2 has been successfully used for capturing MTases, it is of interest to compare 
it with C1_N6SAH 1 in terms of specificity and yield. The major difference in the procedures 
for B1_N6SAH 2 and C1_N6SAH 1  is that for B1_N6SAH 2, capture experiment consists of 
one chemical reaction and for the C1_N6SAH 1 of two (Scheme 18). This  is reflected  in the 
capture yield, as can be seen from the Figure 19. In addition, capturing with C1_N6SAH can 
lead to protein degradation if the conditions of the Click reaction are not optimized. 
 
 
Figure 19: SDS-PAGE analysis of capturing of C1_N6SAH 1 (40 µM) and B1_N6SAH 2 (40 
µM). MTaqI: 1µM, 0.96 µg. A: assay, C: competitor (10 mM SAH) control, no Cu: control in 
the absence of Cu(I). Mw: molecular weight marker, kDa. The Click reaction was performed 
for 1 h and the THPTA concentration was 0.6 mM.   
 
From all  the experiments performed here,  it can be concluded  that C1_N6SAH 1 provides 
specific  capturing  of M.TaqI, which  opens  the  possibility  of  capturing  this  protein  out  of 
complex  protein mixtures. However,  the  capture  yield  is  lower  than with  B1_N6SAH  2 
because of the two‐step capturing procedure. The time of the Click reaction should be kept at 
or below 30 min, because copper(I) provokes M.TaqI degradation. The concentration of the 
ligand (THPTA) is found to be optimal at two‐fold excess over copper. The main advantage 
of C1_N6SAH 1 over other CCs  is  its flexibility. By varying  the azide component, different 
reporter groups or affinity groups can be specifically attached  to  the alkyne‐functionalized 
proteins.     
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3.4 -ATP CCs for capturing of kinases and other ATP-binding proteins 
3.4.1 B1_ATP capture compound design 
Another  objective  of  this  work  was  to  develop  capture  compounds  for  capturing  ATP‐
binding proteins (ABPs). Such compounds need to have an untouched adenosine moiety to 
be recognized by an active site of ABPs, therefore, they shell have an ATP, attached through 
its γ‐phosphate  to  the scaffold.  Initially, such a compound, named B1_ATP 33, was kindly 
provided by R. Bofinger and designed on  the basis of B1  scaffold 5.  It differs  from herein 
discussed B1_N6SAH 2 only in terms of the selectivity function adenosyl triphosphate (ATP, 
30), which is coupled through the γ‐phosphate moiety to B1 scaffold 5 (Scheme 21).  
 
 
Scheme 21: Synthetic route to the B1_ATP CC 33, synthesized by R. Bofinger (personal 
communication). 
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3.4.2 Capture experiments with B1_ATP  
First, B1_ATP 33 was tested for its principal ability to capture ABPs from E. coli lysate (Figure 
20) via standard off‐ and on‐bead protocols developed in the Weinhold group (Poot, 2011; for 
details  please  see  Chapter  5.10.1).  These  preliminary  results  showed  numerous  specific 
protein bands  in  the on‐bead profile, which encouraged  the development of further γ‐ATP 
CCs.  
 
Figure 20: Profiles of on- and off-bead capturing of ATP-binding proteins from E. coli lysate 
with B1_ATP 33 (asterisks: specific protein bands). Mw: molecular weight marker, kDa. 
 
The biotin carboxyl carrier protein (BCCP), which can be seen in the Figure 20, may appear 
on a gel after isolation with streptavidin‐coated magnetic beads (Mw ≈ 18 kDa). This is typical 
for the off‐bead protocol and results from the interaction between the biotinylated BCCP of 
the cell lysate and streptavidin‐coated magnetic beads. For the off‐bead protocol, 0.5 nmol of 
CC  was  used  together  with  20  μL  of  magnetic  beads  which  can  bind  0.7  nmol  biotin 
(Charrak, 2011). As a result, the surface of the magnetic beads was not completely saturated 
with biotin leaving free sites for biotinylated BCCP attachment. 
In the on‐bead protocol, an excess of CC (1 nmol of CC to 20 μL of magnetic beads) is used 
for  initial  saturation of  the beads with CC. The appearance of BCCP on  the gel, however, 
indicated  that  the  beads  were  not  completely  loaded  with  CC,  implying  the  wrong 
estimation of B1_ATP concentration. Consequent HPLC analysis of the B1_ATP 33 showed a 
progressing degradation of the CC even though it was stored at –20 °C.  Degradation may be 
attributed  to ATP hydrolysis  in aqueous solution  through repetitious  freezing—unfreezing 
steps. Overall, it implies that ATP CCs should be handled with extreme care and the state of 
the CC in solution must be checked regularly by analytical rp‐HPLC. 
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3.4.3 -ATP CCs  
Five different  γ‐ATP CCs, named here γ‐ATP_38, γ‐ATP_39, γ‐ATP_40, γ‐ATP_41 and γ‐
ATP_42, were synthetized according to the synthetic route, depicted in Scheme 21.  The new 
compounds differ in their reactivity function (phenyl trifluoromethyl diazirine, phenyl azide 
or  tetrafluorinated phenyl  azide groups  are used)  and  the  structure of  the  linker between 
ATP 30 and the scaffold (Figures 21 and 22). The underlying  idea was to see whether such 
small  structural  changes  would  result  in  different  capturing  profiles,  leading  to  the 
development of a “capture kits” for isolation and identification of ABPs. 
γ‐ATP_41 and γ‐ATP_42 also  contain an azo‐group within  the  reactivity  function. Such a 
group creates the possibility of “linker cleavage” with, e.g., sodium dithionite, after isolation 
with beads (Scheme 22). The underlying  idea  is that an enzyme with  just a small reactivity 
function attached would remain active after cleavage of the rest of CC, giving a possibility of 
enzyme activity analysis (Scheme 23). For  instance, protein kinases use ATP as substrate to 
produce  adenosine  5’‐diphosphate  (ADP,  34).  Based  on  that,  one  could  employ  UV‐
spectrophotometrical  NADH‐assay  using  pyruvate  kinase  and  lactate  dehydrogenase  as 
coupled enzymes (Bernal et al., 2005). 
 
 
 
Scheme 22: Azo-group cleavage with sodium dithionite. 
 
H2N
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+
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+
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Cleaved capture compound,
attached to the beads
Active enzyme
NH2
  
Scheme 23: Capture process with linker cleavage to isolate active enzymes. 
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Figure 21: γ-ATP CCs with phenyl trifluoromethyl diazirine as a reactivity function and 
various linkers: -ATP_38, -ATP_39 and -ATP_40. Differences in structures are highlighted 
in green. 
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Figure 22: γ-ATP CCs with cleavable (via azo bond) reactivity functions: -ATP_41 and  
-ATP_42. Differences in structures are highlighted in green.  
 
3.4.4 Capture experiments with γ-ATP CCs 
3.4.4.1 Screening with various kinases 
In  the  first  set  of  experiments,  γ‐ATP  CCs  were  tested  with  regard  to  their  ability  to 
specifically  capture  different  ATP‐binding  proteins  including  kinases.  Four 
nucleoside/nucleotide  kinases  were  kindly  provided  by  Manfred  Konrad  (Max  Planck 
Institute of Biophysical Chemistry, Göttingen) and  listed  in  the Table 4. The  results of  the 
screening are shown in the Figure 23. 
 
Table 4: Nucleotide/Nucleoside protein kinases, used for screening of the -ATP CCs.  
Enzyme Mw, kDa 
E. coli thymidylate kinase (Ec TMPK) 24 
Human thymidylate kinase (human TMPK) 24 
Human thymidine kinase TK1 (human TK1) 25 
Human herpes virus thymidine kinase (HSV1 TK) 41 
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Figure 23: Off-bead capturing profiles of -ATP CCs with nucleoside/nucleotide kinases. A: 
assay, C: competitor control (10 mM ATP), P: protein control (2% of the assay), Mw: 
molecular weight marker, kDa. The band around 17 kDa for Hu TK1 and HSV1 TK belongs 
to the His6-SUMO tag, cleaved off after purification on Ni-agarose matrix (in red circles). In 
green: visual estimation of the capture yield. 
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It  is  seen  from  Figure  23  that  despite  high  similarity  in  their  structures,  the  γ‐ATP CCs 
investigated  here  show  surprisingly  different  capturing  profiles with  kinases  in  terms  of 
selectivity and capture yield.  ‐ATP_38 shows perfect selectivity  for Ec TMPK and human 
TMPK, does not capture human TK1 and shows unspecific capturing of HSV1 TK1.  
‐ATP_39 capturing results are similar  to  those of ‐ATP_38, but with better selectivity  for 
HSV1  TK.  ‐ATP_40  captures  both  thymidylate  kinases  with  very  low  yield  (very  faint 
protein bands), but shows excellent selectivity for human TK1 and good selectivity for HSV1 
TK. ‐ATP_41 leads to high yields with all the proteins, but selectivity of capturing is quite 
low. Finally, ‐ATP_42 behaves similar to ‐ATP_41, but with slightly lower capture yields. 
These variations can be attributed  to different behavior of either  the reactivity  functions or 
linkers between ATP 30 and the scaffold. HSV1 TK, generally, shows a tendency to degrade 
(numerous bands below 40 kDa). Human TK1 is captured non‐selectively in all cases, except 
with ‐ATP_40. Based on this, two kinases (Ec TMPK and human TMPK) were chosen for the 
next  step,  in which  the UV photo‐crosslinking was  investigated, as well as binding of  the 
proteins to the beads in the absence o a CC. 
 
3.4.4.2 Full control screening for thymidylate kinases 
The  full  control  scheme  for  a  CC  and  a  known  protein  interactor  (Lenz,  personal 
communication)  includes,  besides  the  competition  control,  the  following  control 
experiments: a pull‐down control (PD), which is an assay experiment performed without UV 
irradiation.  It  shows  whether  covalent  capturing  of  the  protein  by  the  CC  takes  place 
through the reactivity function; a pull‐down with competitor (PDC), performed analogously 
to  the normal  competitor  control,  but  also without UV  irradiation; no  capture  compound 
control  (no CC), which  is performed  in  the absence of  the CC. The  last experiment  shows 
unspecific binding of proteins  to  the beads. If all four controls show no protein bands,  this 
strongly suggests that capturing  is specific and robust, and that  it would also be successful 
(regarding this protein) when performed  in a more complex protein mix. For the Ec TMPK 
full control screen, the four CCs (‐ATP_39, ‐ATP_40, ‐ATP_41 and ‐ATP_42) were chosen 
(Figure 24). 
Results and Discussion 
 
52 
 
 
Figure 24: Full control off-bead experiment for Ec TMPK (2 µM). Ec TMPK bands are 
highlighted in yellow. A: assay, C: competition (10 mM ATP) control, PD: pull down, PDC: pull 
down with competitor, no CC: no capture compound control. 
 
From  these  four CCs,  three  (‐ATP_39,  (‐ATP_41 and  (‐ATP_42)  show very good,  if not 
excellent,  selectivity  towards  Ec  TMPK.  The  same  set  of  experiments  was  repeated  for 
human TMPK (Figure 25).  
 
 
Figure 25: Full control off-bead experiment for human TMPK (2 µM). Human TMPK bands 
are highlighted in yellow. A; assay, C: competition (10 mM ATP) control, PD: pull down, PDC: 
pull down with competitor, no CC – no capture compound control. In the capture assay line 
for -ATP_41 only the third of the protein is present, because the sample was distributed 
between three gel pockets. The other two assay lanes were cut out of the image for 
simplicity. The original gel image is available on request or in the Weinhold group.   
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Again, capturing with  (‐ATP_39,  (‐ATP_40 and  (‐ATP_42  is  specific, whereas capturing 
with (‐ATP_41 lead to unspecific capturing of human TMPK. 
As a conclusion, these full control results prove that the tested CCs can be used for capturing 
of purified  thymidylate kinases, both E. coli and human. The next step  is  to perform  these 
experiments in complex protein mixtures (cell lysates). 
 
3.4.4.3 Linker cleavage for -ATP_41 
As described  in the Chapter 3.4.3, two of the ‐ATP CCs, namely, ‐ATP_41 and ‐ATP_42, 
have  the cleavable azo group between  the reactivity  function and  the rest of  the molecule. 
The  classic  reagent  used  to  achieve  this  cleavage  in  biochemical  experiments  is  sodium 
dithionite (Na2S2O4) (Yang, et al., 2010b; Budin et al., 2010) (Scheme 22). The exact procedure, 
used  in  this work, was  taken  from Yang  et  al.  (2009). At  the  end  of  the  capture  process, 
sodium dithionite was added to the samples to release captured proteins from the magnetic 
beads (Scheme 23). The resulting supernatants, as well as the magnetic beads, were analyzed 
by SDS‐PAGE. 
However,  all  experiments  under  different  cleaving  conditions  (Na2S2O4  concentrations 
ranging from 5 mM to 250 mM, incubation time from 5 min to 1 h) showed no protein release 
from the beads (Figure 26). 
 
Figure 26: Linker cleavage experiment with E. coli TMPK and -ATP_41 (SDS-PAGE gel, 
silver staining). Left: supernatants after treatment with sodium dithionite at indicated 
concentrations; right: remaining proteins on the beads after sodium dithionite treatment. 
Blurriness of the gel results from high salt concentration. 
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As can be seen from Figure 26, there are no protein bands in the supernatants, which leads to 
the  conclusion  that  either  the  azo‐group  is  not  cleaved  (which  is  rather  unlikely  under 
dithionite treatment as high as 250 mM), or the cleaved off proteins stick to the beads. 
Treating  the  magnetic  beads  with  more  than  50  mM  sodium  dithionite  leads  to  their 
degradation caused by reduction of Fe3+ to Fe2+ (Figure 27). The remainders of the beads are 
almost  impossible  to  separate  from  the  supernatants by magnetic precipitation but  can be 
separated by centrifugation. Using agarose beads instead of magnetic beads, however, shows 
no release of the protein either (data not shown). Visualization of capture results (via silver 
staining of the gel) is difficult if high concentrations of sodium dithionite are used (Figure 26, 
left), because  the salt provokes an extensive detriment of  the gel matrix. Finally,  to  induce 
cleavage of  the proteins  from magnetic beads, ATP  (1 mM) was  added  to  the  ammonium 
bicarbonate buffer, but still no release could be observed. 
 
Figure 27: Disintegration of the magnetic beads by sodium dithionite. Incubation time: 1 h,  
4 oC with shaking.  
 
The problem seems not to lie in the azo‐group cleavage, because treatment even with as low 
as  5  mM  of  sodium  dithionite  (factor  50  less  than  used  in  this  work)  is  reported  to 
successfully  cleave  the  azo‐linker  in  aqueous  solution  (Budin  et  al.,  2010). However, Yang 
and  colleagues  (2010b) demonstrated  that  for  efficient azobenzene‐based  linker  cleavage a 
hydroxyl‐group  in  ortho‐position  to  the  azo‐group  is  required. This  approach was  indeed 
successful  in  the Weinhold group  (Lakemeyer, 2011),  for  the  synthesis of  such a  cleavable 
linker for sepharose functionalization.  
 
3.4.4.4 Hu TMPK activity experiment: capture compound as a possible substrate 
Thymidylate kinase catalyzes  the phosphorylation of  thymidine 5’‐monophosphate (dTMP, 
35)  to  form  thymidine 5’‐diphosphate  (dTDP, 36)  in  the presence of ATP and magnesium. 
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Since  the γ‐ATP CCs are ATP‐analogues,  thymidylate kinase might be able  to use  them as 
substrate in the presence of dTMP and magnesium. In this case, ADP 34 and a new capture 
compound with  thymidine 5’‐diphosphate as a selectivity  function would be produced.  In 
this  hypothetical  new  compound,  the  link  to  the  scaffold  is  established  via  β‐phosphate 
(Scheme 24). 
 
Scheme 24: Possible reaction between -ATP CC (-ATP_39) and dTMP 35 catalyzed by 
thymidylate kinase. R = rest (linker and scaffold) of -ATP_39.  
 
To see whether human TMPK transfers a modified γ‐phosphate, the enzyme was incubated 
with  ‐ATP_39  and  dTMP  35  using  the  buffer  from  the  steady‐state  kinetic  analysis  of 
human  TMPK  (Ostermann  et.  al.,  2003)  at  25  °C  overnight.  Parallel  to  that,  a  no  protein 
control  was  performed  (i.e.,  the  same  conditions  in  the  absence  of  enzyme).  Rp‐HPLC 
analysis of the reaction as well as of the control reaction is shown in Figure 28. 
 
Results and Discussion 
 
56 
 
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
0,00
0,05
0,10
0,15
0,20
B
B
dTMP 26
 Retention time (min)
U
V
 a
bs
or
pt
io
na
t 2
59
 n
m
 (O
D
) -ATP_39
0 h, with enzyme
20 h, with enzyme
20 h, no enzyme
 
Figure 28: Rp-HPLC analysis of the human TMPK incubated with -ATP_39 and dTMP 35. 
After 20 h, a new peak B (Rt = 17.5 min) forms. However, in the absence of enzyme, the 
same peak is observed, which implies that this peak is not related to human TMPK activity. 
 
From the rp‐HPLC analysis it can be seen that a new peak arises at 17.5 min. This peak could 
be ADP 34. Coinjection with ADP, however, showed two separate peaks (data not shown). 
According to this and to the control with no enzyme, the new peak has nothing to do with 
protein activity and  is a result of CC degradation upon  time.  It  implies  that human TMPK 
does not use CC with modified γ‐phosphates as substrates. 
 
3.4.4.5 Capturing human TMPK with the second substrate  
Because of the fact that thymidylate kinase uses both ATP 30 and dTMP 35 as its substrates, 
it  was  interesting  to  see  if  the  presence  of  the  second  substrate,  dTMP,  in  the  capture 
medium will  increase  the efficiency of capturing. This would depend on  the mechanism of 
substrate  binding.  If  both  substrates  use  one  active  site  of  the  enzyme,  initial  binding  of 
dTMP (used  in an excess) could either  increase the efficiency of binding ATP or block  it. If 
the two substrates bind to different binding sites, capturing would most likely not depend on 
the presence of dTMP. The results of capturing human TMPK with and without dTMP are 
shown in Figure 29. 
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Figure 29: Capturing of human TMPK (2 µM) with -ATP_39 (5 µM) and dTMP 35 (2 mM) as 
the second substrate. A: assay, C: competitor (10 mM ATP) control. Mw: molecular weight 
marker, kDa. 
 
From Figure 29 it is seen that in the presence of dTMP, capture yield is drastically lower than 
in  its  absence. This  fact  suports  the hypothesis  that  both  substrates use  one  active  site  of 
human TMPK  for binding, but when used  in  excess, dTMP prevents binding of ATP,  the 
selectivity function of ‐ATP_39.  
 
3.4.4.6 Capturing from E. coli lysate 
Capturing  in  cell  lysate  is  performed  with  some  differences  compared  to  capturing  of 
purified proteins. One  of  them  is  the  time during which  the CC  is  left  to  find  the  target 
proteins and attach to them through its selectivity function, in other words, the time before 
UV irradiation (pre‐incubation time). A too short period of time could result in low capture 
yield, whereas too long incubation could cause damage or precipitation of the protein or of ‐
ATP CC.   Another  important  difference  of  capturing  in  cell  lysate  is  the  duration  of UV 
irradiation. While  for  a  single  protein  5 min  are  considered  enough  to  activate  aromatic 
azides  (Charrak,  2011),  it may  take  longer  for  a  complex  cell  lysate  because  the  cellular 
components absorb UV  light and  lower  the efficiency of  irradiation  (Poot, 2011). These are 
the two most important parameters that should be optimized when capturing in cell lysate. 
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3.4.4.7 Optimization of the pre-incubation time 
For a pre‐incubation time optimization experiment, ‐ATP_42 was chosen as a representative 
example. The results are shown in Figure 30. According to them, incubation for 0–10 min is 
not enough  for  the CC  to efficiently  react with proteins. On  the other hand, an  incubation 
time of more  than 30 min makes no difference  in capture yield. Therefore,  in all  following 
experiments, the time of pre‐incubation was 30 min. A similar result was obtained in an on‐
bead protocol, but much less protein bands were visible (data not shown). 
 
 
Figure 30: Influence of the pre-incubation time on capturing efficiency. E. coli lysate (0.35 
mg) with -ATP_42(5 µM), off-bead protocol with 5 min UV irradiation. A: assay, C: 
competitor control (10 mM ATP). Mw: molecular weight marker, kDa. 
 
3.4.4.8 Optimization of the irradiation time 
In this off‐bead experiment, the time of irradiation was increased to 15 min and different pre‐
incubation  times  were  used  in  analogy  to  the  previous  experiment.  The  results  of  this 
optimization are shown  in Figure 31. The gel shows  the best capture profile  for 10 and 30 
min of pre‐incubation  combined with 15 min  irradiation. Consequently,  it was decided  to 
combine 15 min of UV irradiation with 30 min pre‐incubation. 
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Figure 31: Influence of the pre-incubation (0, 10, 30 min, 1 h, 5 h and overnight) and UV 
irradiation time (30 min in all cases) on capture efficiency. E. coli lysate (0.35 mg), -ATP_42 
(5 µM), on-bead protocol with 15 min irradiation. A: assay, C: competitor control (10 mM 
ATP). Asterisks in the enlargement indicate specific protein bands.  
 
3.4.4.9 Identification of the captured proteins  
Mass spectrometric  (MS)  identification of proteins  is more sensitive and reliable  than SDS‐
PAGE with silver staining.  It shows how effectively  the CC can  target proteins  in complex 
protein mixtures and if the CC can be used for functional isolation and enrichment of ATP‐
binding  proteins.  Due  to  the  unbiased  approach,  proteins may  be  discovered  that were 
previously unknown to bind ATP and, thus, proteins may be assigned with new functions. 
In  this  work,  three  CCs,  namely,  ‐ATP_40,  ‐ATP_41  and  ‐ATP_42,  were  taken  as 
representative  examples. With  these  three CCs, proteins  from E.  coli  lysate were  captured 
using the optimized off‐ and on‐bead capture protocols. All experiments were performed as 
triplicates  (‐ATP_40  and  ‐ATP_42)  or  duplicates  (‐ATP_41)  to  ensure  statistical 
significance.1 
Following  the capture procedure, captured proteins (still attached  to magnetic beads) were 
fragmented with  trypsin, which cleaves peptide bonds  from  the N‐terminus after arginine 
and  lysine  residues  and  causes  protein  degradation  into  peptides.  The  resulting  peptide 
                                                     
1 MS and statistic analysis were kindly performed by Dr. K. Bartho and T. Lenz (caprotec  bioanalytics 
GmbH). 
Results and Discussion 
 
60 
 
mixes were analyzed by nano HPLC ‐ ESI‐MS/MS and MaxQuant computer program release 
1.2.0.18 for data interpretation. 
The  results  of  this  protein  identification  and  label‐free  quantification  procedure  are 
visualized  in  the  form  of  volcano plots. A  volcano plot  shows  significance  (i.e.,  statistical 
relevance of the data, y‐axis) versus fold‐change (ratio between assay and competitor control 
signal intensities, x‐axis) (Cui and Churchill, 2003): 
y = ‐lg (p‐value) 
x = log2 (avA/avC) 
where “p‐value” is a probability to obtain a result, as extreme as the actually observed, if the 
null hypothesis  is  true. P‐values  are usually  compared  to  the  significance  levels  of  5%  or 
10%.  It means  that  if  p‐value  is  smaller  than  0.05  or  0.01  respectively,  it  “rejects  the  null 
hypothesis” and the corresponding result is statistically relevant. “avA“ is an average protein 
abundance in the assay and “avC” is the corresponding value in the competitor control. 
A schematic depiction of the important areas of a volcano plot is shown in Figure 32. In this 
work, proteins are  considered as  specifically  captured  if  their  fold  change  is  ≥ 2,  thus  log2 
(avA/avC) is ≥ 1 (x‐axis). Statistical significance is ensured by the following criterion: p‐value 
must be ≤ 0.05 (5%), which in the plots shown here, corresponds to y ≥ 1.3 (‐lg 0.05 = 1.3). 
 
Figure 32: Schematic depiction of the important areas of volcano plots used in this study. 
The area of specific capturing, accompanied by statistical significance, is highlighted in 
yellow. 
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Such volcano plots of the capturing results with ‐ATP_40, ‐ATP_41 and ‐ATP_42 in E. coli 
lysate are shown in Figure 33. Data are sorted according to the protocols (off‐bead, on‐bead 
and  both  of  them  together)  and  combined  for  the  three  CCs  in  the  plots.  The  area  of 
specificity (like in Figure 32) is highlighted in yellow. 
 
        
 
 
     
 
 
 
Figure 33: Volcano plots for CCMS experiments with E. coli lysate with -ATP_40, -ATP_41 
and -ATP_42 (all combined into the plots) after on-bead digestion of captured proteins with 
trypsin. Average values for Assay and Competition are calculated either separately for on- 
and off-bead protocol (plots in red and green) or together (plot in violet). Specifically enriched 
proteins are highlighted in the yellow box. Plots are built on the basis of all (768) proteins, 
identified by MaxQuant program (raw data are available on request). 
 
As conclusion from Figure 33, one can point out that the on‐bead capture protocol provides 
less specifically captured proteins (less data points inside the yellow rectangle), but shows an 
advantage in terms of specificity (larger values on the x‐axis for the data points), whereas the 
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off‐bead  protocol  gives more  specifically  captured  proteins  (more  data  points  inside  the 
yellow rectangle), but they are captured with lower specificity (easily seen as the data‐ points 
that are closer to the center). 
The  lower  amount  of  proteins  captured  via  the  on‐bead  protocol  could  be  explained  by 
limited  capacity of  the magnetic beads. This means  that  after  loading  the magnetic beads 
with CC,  there  is a  limited number of  sites on  the  surface  that proteins  can bind  to. As a 
result,  only  the  strongest  ATP‐binders  or  the  smallest  proteins, which  are  less  sterically 
hindered, bind to the capture beads.  
It is also noticeable that a lot of proteins are captured unspecifically (A ≈ C, the region on the 
plots where – 1 ≤ x ≤ 1). This implies that those proteins are not captured by binding to the 
selectivity  function.  For  some  proteins,  specific  binding  may  also  be  obscured  by  high 
background  reactions  (unspecific  interaction  and  crosslinking  to  the  CC  or  unspecific 
interaction with the solid support). 
The proteins that have been captured most specifically are listed in Table 5. They are sorted 
according  to  their  molecular  weight.  Kinases,  as  primary  targets  of  the  ATP‐binding 
proteins, are put on top. Each protein  is uniquely  identified by  its Uniprot ID number. The 
right half of  the  table summarizes  the capture specificity of  the respective protein  towards 
different CCs and capture protocols. 
 
Table 5: Proteins detected by LC-MS/MS analysis from E. coli lysate (for corresponding raw 
data see Tables 15a and 15b in Materials and methods).  
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1. Glycerol kinase 
 
P0A6F3 56.2 -a - - - + - 
2. Bifunctional protein hldE 
 
P76658 51.1 ++ N/D + N/D + N/D 
3. Acetate kinase 
 
P0A6A3 43.3 - N/D + N/D + N/D 
4. 6-Phosphofructokinase 
isozyme 1 
P0A796 34.9 ++ - + + + - 
5. 2-Dehydro-3-
deoxygluconokinase 
P37647 34.0 N/D N/D - N/D + +++ 
6. 1-Phosphofructokinase 
 
P0AEW9 33.8 +++ N/D - N/D + N/D 
7. 6-Phosphofructokinase 
isozyme 2 
P06999 32.5 N/D N/D + N/D +++ N/D 
8. Uncharacterized protein 
yniA 
P77739 32.5 ++ N/D + - ++ + 
9. Hydroxyethylthiazole 
kinase 
P76423 27.3 + +++ + +++ + + 
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10. Thymidylate kinase 
 
P0A720 23.8 ++ +++ ++ ++ +++ +++ 
11. Adenylate kinase P69441; 
Q1PI83 
23.6 +++ - - N/D ++ N/D 
12. Chaperone protein ClpB 
 
P63284 95.6 ++ - + + + + 
13. DNA gyrase subunit B 
 
P0AES6 90.0 - N/D - + + + 
14. Ribonucleoside-
diphosphate reductase 1 
subunit alpha 
P00452 85.8 +++ +++ ++ N/D ++ +++ 
15. Anaerobic ribonucleoside-
triphosphate reductase 
P28903 80.0 + N/D - - + +++ 
16. Fatty acid oxidation 
complex subunit alpha 
P21177 79.6 + N/D - - + N/D 
17. Chaperone protein htpG 
 
P0A6Z3 71.4 + - - - + + 
18. Exopolyphosphatase 
 
P0AFL6 58.1 + - - - - + 
19. 60 kDa Chaperonin P0A6F5 
 
57.3 - - + - + - 
20. ATP synthase subunit 
alpha 
P0ABB0 55.2 + - - - + - 
21. Uncharacterized protein 
yjgR 
P39342 54.3 +++ N/D + - ++ N/D 
22. CDP-diacylglycerol--serine 
O-phosphatidyltransferase 
P23830 52.8 - - - - + - 
23. Tryptophanase 
 
P0A853 52.8 - - + - + - 
24. Inosine-5'-monophosphate 
dehydrogenase 
P0ADG7 52.0 + + ++ +++ ++ +++ 
25. Soluble pyridine nucleotide 
transhydrogenase 
P27306 51.6 - - - + + ++ 
26. Trk system potassium 
uptake protein trkA 
P0AGI8 50.4 +++ N/D + - + + 
27. ATP synthase subunit beta 
 
P0ABB4 50.3 + - + - ++ + 
28. Replication-associated 
recombination protein A 
P0AAZ4 49.6 +++ N/D - N/D + N/D 
29. Biotin carboxylase 
 
P24182 49.3 ++ N/D - - + + 
30. Trifunctional NAD 
biosynthesis/regulator 
protein NadR 
P27278 47.3 ++ +++ - + + +++ 
31. ATP-dependent Clp 
protease ATP-binding 
subunit ClpX 
P0A6H1 46.3 - - - N/D + +++ 
32. S-adenosylmethionine 
synthase 
P0A817 42.0 - - - - + - 
33. tRNA-specific 2-
thiouridylase mnmA 
P25745 41.0 +++ N/D + N/D + N/D 
34. Histidine biosynthesis 
bifunctional protein hisB 
P06987 40.3 + N/D - - - + 
35. GTP-dependent nucleic 
acid-binding protein engD 
P0ABU2 39.7 - N/D - +++ ++ +++ 
36. Fructose-bisphosphate 
aldolase class 2 
P0AB71 39.1 - N/D + - + N/D 
37. Protein RecA 
 
P0A7G6 38.0 - - - - + - 
38. Phosphoribosylformylglycin
amidine cyclo-ligase 
P08178 36.9 N/D N/D - N/D +++ N/D 
39. Glyceraldehyde-3- P0A9B2 35.5 + + - + - ++ 
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phosphate dehydrogenase 
A 
40. Quinone oxidoreductase 1 
 
P28304 35.2 +++ N/D - N/D + N/D 
41. Virulence factor mviM 
homolog 
P75931 33.9 +++ N/D - N/D + N/D 
42. Magnesium and cobalt 
efflux protein CorC 
P0AE78 33.3 ++ N/D ++ N/D +++ N/D 
43. NH(3)-dependent NAD(+) 
synthetase 
P18843 30.6 N/D N/D + N/D + N/D 
44. Uncharacterized protein 
ygdL 
Q46927 28.6 N/D + ++ ++ ++ +++ 
45. 2-Dehydro-3-deoxy-D-
gluconate 5-
dehydrogenase 
P37769 27.1 + N/D - N/D + N/D 
46. Phosphoribosylaminoimida
zole-succinocarboxamide 
synthase 
P0A7D7 27.0 + +++ + + + - 
47. 7-Cyano-7-deazaguanine 
synthase 
P77756 25.5 N/D N/D N/D N/D +++ N/D 
48. ATP-dependent 
dethiobiotin synthetase 
BioD 2 
P0A6E9 25.0 +++ - ++ +++ +++ +++ 
49. Uncharacterized protein 
yciO 
P0AFR4 23.2 - ++ - - ++ +++ 
50. ADP compounds hydrolase 
nudE 
P45799 21.1 + +++ +++ N/D +++ +++ 
51. Oligoribonuclease 
 
P0A784 20.8 N/D N/D +++ N/D +++ N/D 
52. Ribosomal-protein-serine 
acetyltransferase 
P13857 20.7 N/D N/D N/D N/D + N/D 
53. Adenine 
phosphoribosyltransferase 
P69503 19.9 +++ N/D +++ N/D +++ N/D 
54. ATP-dependent protease 
subunit HslV 
P0A7B8 19.1 + - + + - + 
55. Transcriptional repressor 
NrdR 
P0A8D0 17.2 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
 
56. (3R)-Hydroxymyristoyl-
[acyl-carrier-protein] 
dehydratase 
P0A6Q6 17.0 N/D N/D ++ - +++ - 
57. Universal stress protein D 
 
P0AAB8 16.3 ++ N/D + +++ + ++ 
58. Universal stress protein F 
 
P37903 16.0 + +++ ++ ++ ++ +++ 
59. Universal stress protein G 
 
P39177 15.9 + +++ ++ + ++ +++ 
60. Nitrogen regulatory protein 
P-II 1 
P0A9Z1 12.4 +++ +++ + N/D + N/D 
61. Putative monooxygenase 
ydhR 
P0ACX3 11.3 + N/D + - + N/D 
62. 10 kDa Chaperonin 
 
P0A6F9 10.4 +++ N/D - N/D + N/D 
 
a The following symbols and color codes are used: 
“+++” (dark blue): average assay and competitor signals ratio (avA/avC) is ≥ 100; 
“++” (blue): average assay and competitor signals ratio (avA/avC) is ≥ 10; 
“+” (light blue): average assay and competitor signals ratio (avA/avC) is ≥ 2; 
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“-“ (white): average assay and competitor signals ratio (avA/avC) is < 2; 
“N/D”(“not detected”): assay signal equals zero (which means that this protein intensity was 
under  the detection  limit of  the LC‐MS/MS). The competitor control signal may be equal or 
larger than zero. 
 
Several  conclusions  can  be made  from Table  5.  First,  all  three  γ‐ATP CCs  can  be used  for 
specific capturing of kinases and other ATP‐ and nucleotide‐binding proteins  from complex 
protein mixes  (here,  exemplified by E.  coli  cell  lysates). Second,  among numerous  captured 
kinases, eleven (highlighted  in bold) were captured specifically with at  least one of  the CCs. 
Thymidylate  kinase  was  also  captured  specifically  in  purified  form  (Figure  24).  The 
bifunctional protein hlde (entry 2 in Table 5), it is known to bind ATP and has shown kinase 
activity (McArthur et al., 2005). Structures of some kinases (PDB data) are shown in Figure 34.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 34: Some protein kinases specifically captured from E. coli lysate with γ-ATP CCs 
(pictures created with Jmol Java viewer at the Protein Data Bank). The name of the enzyme 
and the best capturing conditions (CC and a protocol) are given.  
 
Four uncharacterized proteins are specifically captured: yniA (entry 8), yjgR (entry 21), ygdL 
(entry 44), and yciO (entry 49). The fact that they are specifically targeted by ATP‐derived CCs 
Hydroxyethylthiazole kinase 
-ATP_40 (on-bead), 
-ATP_41 (on-bead) 
Adenylate kinase 
-ATP_40 (off-bead) 
6-Phosphofructokinase isozyme 1 
-ATP_40 (off-bead) 
6-Phosphofructokinase isozyme 2 
-ATP_42 (off-bead) 
Thymidylate kinase 
-ATP_40 (on-bead), 
-ATP_42 (off-bead, on-bead) 
2-Dehydro-3-deoxygluconokinase 
-ATP_42 (on-bead) 
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implies  that  they  are  likely  ABPs.  Uncharacterized  protein  yniA  is  attributed  to  the 
fructosamine kinase family and would thus be expected to bind ATP (uniprot database, entry 
name: C6ECN3_ECOBD with  exactly  the  same  sequence  as YNIA_ECOLI  identified  in  the 
present  study).  Uncharacterized  protein  ygdL  is  known  to  be  nucleotide‐binding  and  is 
assigned to be the UBA/THIF‐type NAD/FAD binding protein (uniprot database, entry name: 
E8Y7D0_ECOKO with exactly  the  same  sequence as YGDL_ECOLI  identified  in  the present 
study). Uncharacterised protein yigR  is  a predicted ATPase  (uniprot database,  entry name: 
C6UL38_ECOBR with  exactly  the  same  sequence  as YJGR_ECOLI  identified  in  the  present 
study). Uncharacterized protein yciO is known to be similar to the Sua5 protein, which binds 
AMP (Agari et al., 2007). To see if these proteins also bind other nucleotides, it could be useful 
to repeat the performed experiments using other nucleotides as competitors (instead of ATP).  
As for  the universal stress protein D,  it has not been shown  to bind ATP before (Foret et al., 
2011), but based on the results of this work, it is likely to be an ATP‐binder. To confirm direct 
binding  of  the  protein  to  the  CC  and  exclude  indirect  binding,  i.e., mediated  by  another 
protein in a protein‐protein complex, it would be useful to conduct capture experiments with 
‐ATP_40 or ‐ATP_41 (which show high specificity) and this protein in purified form.  
Despite  the high  level of  similarity  in  their  structures,  the  capture  compounds behave very 
differently  in  terms  of  specificity.  It may  be  stated  that  every CC has  its unique  capturing 
profile. For example, ATP‐dependent Clp protease ATP‐binding subunit Clpx and 2‐dehydro‐
3‐deoxyglucokinase  can  be  captured  specifically  only  with  ‐ATP_42  and  1‐phospho‐
fructokinase  shows high  specificity of  capturing only  towards  ‐ATP_40. At  the  same  time, 
thymidylate  kinase,  hydroxyethylthiazole  kinase  and  transcriptional  receptor  NrdR  are 
captured  specifically  by  all  three  CCs. Here,  it  is worth mentioning  that  the  efficiency  of 
capturing widely depends on  two  factors  like  the  initial non‐covalent binding, which  takes 
place  through  the  selectivity  function,  and  the  covalent  crosslinking,  which  takes  place 
through  the  reactivity  function  under  UV  irradiation.  The  three  CCs  all  have  ATP  as 
selectivity  functions,  but  their  reactivity  functions  are  different:  phenyl  trifluoromethyl 
diazirine  for  ‐ATP_40, modified  phenyl  azide  for  ‐ATP_41  and modified  tetrafluorinated 
phenyl azide  for  ‐ATP_42  (Figure 21 and 22). This may  result  in  the different  crosslinking 
yields for each CC, and, as a consequence, different capture yields towards the same protein. If 
a protein  is not  captured by  a  certain CC,  it  can be due  to  either  low/no  initial binding or 
low/no crosslinking. 
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4 Summary and Outlook 
4.1 C1_N6SAH capture compound for capturing methyltransferases 
A new proteomic  tool  for  specific  isolation  of methyltransferases  (MTases) was designed, 
synthesized and tested  in this work (Scheme 25). This molecule, termed C1_N6SAH 1, was 
designed  as  an  affinity‐based  protein  profiling  probe with  a  chemical  handle  (a  terminal 
alkyne),  incorporated  to  allow  the  isolation  of  crosslinked proteins  via  a  copper‐catalyzed 
azide‐alkyne  1,3‐dipolar  cycloaddition  (CuAAC, Click  reaction). CuAAC was  chosen  as  a 
quick and robust bioorthogonal reaction, which can be performed in water media. 
C1_N6SAH 1 was synthesized  in  five steps  from  reagents  that are commercially available, 
except for N6SAH 3, which was synthesized and kindly provided by caprotec   bioanalytics 
GmbH. All steps, except for the deprotection reaction, showed good to excellent yields. The 
final deprotection should be performed without moisture and monitored closely to stop the 
reaction  before  the  CC  starts  to  depurinate.  Handling  of  the  phenyl  azide,  the  photo‐
crosslinking group of C1_N6SAH 1, should be done with minimal exposure to light.  
 
 
Scheme 25: Capturing MTases with C1_N6SAH 1. 
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Capture experiments with C1_N6SAH 1 led to the following conclusions. First, C1_N6SAH 1 
showed  successful  capturing  of  the MTase M.TaqI  after UV  photo‐crosslinking  and Click 
reaction. Both fluorescence detection and isolation with streptavidin‐coated magnetic beads 
were possible and can be individually performed in the future depending on the individual 
project. The additional step of  the capturing process,  the Click reaction,  lowers  the capture 
yield  compared  to  the  capturing  with  regular  B1_N6SAH  2.  This  was  expected.  The 
specificity  of  capturing M.TaqI with  C1_N6SAH  1  is  comparable  to  the  specificity with 
B1_N6SAH  2  and  acceptable  but  still  below  100%  (proven  by  the  band  in  the  competitor 
control).  A  particular  challenge  results  from  the  presence  of  copper(I),  which  causes 
degradation of M.TaqI. Degradation was minimized by reducing the time for Click reaction 
from 60 min to 30 min. Another parameter that was thought to influence the capture yield, is 
the  length  of  the  linker  between  biotin  and  azide.  To  investigate  this  influence,  two 
biotinylated  linkers  with  three  and  ten  polyethylene  glycol  (PEG)  units  (25  and  29, 
respectively), were examined. It was found  that  the shorter  linker 25 shows higher capture 
yield for the M.TaqI than the longer one 29 and there is no need to increase the linker length 
in capturing with C1_N6SAH 1. Taken to a greater perspective, it also means that the built‐in 
PEG  linkers  that  are  used  for  B1_N6SAH  2  (Dalhoff  et  al.,  2010)  and  other  capture 
compounds (CCs) (Luo et al., 2009; Fischer et al., 2009) are long enough and do not need to be 
extended. 
From these capture experiments with C1_N6SAH 1, several improvements can be suggested. 
First of  all,  the damage  to  the protein  that  is  caused by  components of  the Click  reaction 
should be minimized. One possibility would be to use aminoguanidine as an additive to the 
click mix. As described by Hong  et  al.  in  2009, protein damage  can be  caused by  copper‐
catalyzed oxidation of sodium ascorbate. As results, cytotoxic products, 2,3‐diketogulonate 
and glyoxal, are formed and can carry out unwanted side reactions with proteins (Shangari 
et.al.,  2007).  Aminoguanidine  (ratio  1:1  to  ascorbate)  can  be  used  as  a  “glyoxal  trap”  to 
capture  reactive carbonyl compounds  (Thornalley  et al., 2000) without  interfering with  the 
CuAAC reaction. 
Future  improvements  could  be  obtained  by  using  different  reactivity  functions,  such  as 
tetrafluorophenyl  azide  or  phenyl  trifluoromethyl  diazirine  in  the  Click‐SAH  CC  design 
instead of phenyl azide  (for  such an example,  see Luo  et  al., 2009). As exemplified by  the 
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experiments with  γ‐ATP CCs,  such a change  in  the  structure of a CC could  result  in very 
different capturing profile. 
Finally,  the most  interesting prospective would be  testing of C1_N6SAH 1  in complex cell 
lysates and/or in vivo.  
 
4.2 -ATP capture compounds for capturing ATP-binding proteins 
ATP‐binding  proteins  (ABPs)  belong  to  one  of  the most  abundant  targets  of  proteomic 
research and the development of capture kits for detection and isolation of these proteins is 
an interesting and important task. The γ‐ATP CC B1_ATP 33 was synthesized by R. Bofinger 
in the Weinhold group from B1 scaffold 5 and commercially available adenosyl triphosphate 
(ATP, 30). First capture experiment, performed in this work with B1_ATP 33 in E. coli lysate, 
showed many  specific protein  bands  (Figure  20)  that  encouraged  the  synthesis  of  several 
additional γ‐ATP CCs which was performed at caprotec  bioanalytics GmbH (Scheme 26).  
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Scheme 26: Structure of a -ATP CC (on example of -ATP_41) and capturing ABPs with it.
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In this work, the γ‐ATP CCs were tested for their ability to capture ABPs in purified form as 
well as  in E.  coli  lysate. The best  results  in  terms of specificity were obtained with human 
thymidylate kinase and the maximum capture yiled was achieved with human herpes virus 
thymidine kinase (Figure 23). Capturing with γ‐ATP CCs in E. coli lysate was optimized by 
varying  the  interaction  time  of  the  CCs  with  the  proteins  before  UV  irradiation  (pre‐
incubation time) and the time of UV irradiation. The best results were achieved with a pre‐
incubation  time of 30 min and UV  irradiation  time of 15 min. LC‐MS/MS  identification of 
captured proteins from E. coli lysate was performed with three γ‐ATP CCs (‐ATP_40,  
‐ATP_41 and ‐ATP_42). As a result, 62 ABPs including 10 kinases and thymidylate kinase, 
which was also captured in purified form, were specifically captured. Four uncharacterized 
proteins were captured (Table 5, entries 8, 21, 44 and 49) and are assigned to be ABPs. This 
applies also to the universal stress protein D (entry 57), which was previously not known to 
be an ATP‐binder, underlying the unbiased approach of CCMS.   
A next possible application of  the γ‐ATP CCs would be  to capture ABPs  in eukaryotic cell 
lysates,  including  human.  It would  be  also  interesting  to  screen  the  γ‐ATP CCs  towards 
other  known  ATP‐binders,  e.g.,  protein  kinases.  Protein  kinases  are  one  of  the  most 
abundant protein families in humans and developing of capture kits for kinase isolation and 
identification would provide valuable help to proteome research.  
Among challenges that became apparent in this work is the cleavage of the azo‐group in  
‐ATP_41 and ‐ATP_42 after photo‐crosslinking and  isolation. Sodium dithionite, used for 
this  cleavage,  also  destroys  magnetic  beads  at  concentrations  higher  than  40  mM.  One 
possibility to achieve the cleavage and protein release from the beads may be substitution of 
the  azo‐group with  other  functionality,  cleavable with  reagents  that  are  comparable with 
magnetic  beads.  Such  functionality  can  be  a  disulfide  bond,  which  may  be  cleaved  by 
dithiothreitol (Scigelova et al., 2001). Cleaving of a protein from a CC after its isolation would 
enable obtaining this protein in active form and direct measuring of its enzyme activity.  
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5 Materials and methods 
5.1 Chemicals 
All chemicals used in this work were purchased from the following companies with p.A. or 
puriss. quality unless stated otherwise. 
 
Chemical  Source 
Acetic acid  Merck/VWR 
Acetone  Acros Organics 
Acetonitrile (HPLC gradient grade)  Fisher Scientific 
Argon  Air Products 
Acrylamide – Bisacrylamide solution (30% w/v, 37.5 : 1)  SERVA 
Adenosine‐5‘‐diphosphate (ADP)  Sigma Aldrich 
Adenosine‐5‘‐triphosphate (ATP)  GERBU 
S‐Adenosyl‐L‐homocysteine (SAH)  Sigma Aldrich 
p‐Aminobenzoic acid  Fluka 
O‐(2‐Aminoethyl)‐O′‐(2‐azidoethyl)nonaethylene glycol  Sigma Aldrich 
2‐Amino‐2‐hydroxymethyl‐propane‐1,3‐diol (Tris Base)  GERBU 
Ammonium persulfate (APS)   SERVA 
γ‐ATP capture compounds (‐ATP_38, ‐ATP_39, ‐
ATP_40, ‐ATP_41, ‐ATP_42) 
caprotec  bioanalytics GmbH 
O‐(7‐Azabenzotriazol‐1‐yl)‐N,N,N’,N’‐tetramethyluronium 
hexafluorophosphate (HATU) 
Sigma Aldrich 
11‐Azido‐3,6,9‐trioxaundecan‐1‐amine  Sigma Aldrich 
B1_ATP capture compound  Robin Bofinger (Weinhold 
group) 
O‐(Benzotriazol‐1‐yl)‐N,N,N’,N’‐tetramethyluronium‐
tetrafluoroborate (TBTU) 
Fluka 
D(+)‐Biotin  Acros Organics 
B1_N6SAH capture compound  Dr. Christian Dalhoff 
(Weinhold group) 
B1 capture compound scaffold  Dr. Michael Hüben (Weinhold 
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group) 
Chloroform‐d3  Acros Organics 
3‐[(3‐Cholamidopropyl)dimethylammonio]‐1‐ 
propanesulfonate (CHAPS) 
GERBU 
Chloroform  Merck 
Coomassie Brilliant Blue R250  SERVA 
(1‐Cyano‐2‐ethoxy‐2‐
oxoethylidenaminooxy)dimethylamino‐morpholino‐
carbenium hexafluorophosphate (COMU) 
Sigma Aldrich 
N‐Boc‐1,4‐diaminobutane  Fluka 
Dichloromethane (DCM) KMF 
N,N’‐Diisopropylcarbodiimide (DIC)  Sigma Aldrich 
N,N‐Diisopropylethylamine (DIPEA)  Sigma Aldrich 
Dimethylacetamide (DMA)  Sigma Aldrich 
4‐Dimethylaminopyridine (DMAP)  Merck 
Dimethylformamide (DMF)  Sigma Aldrich 
Dimethylsulfoxide (DMSO)  Sigma Aldrich 
Dimethylsulfoxide‐d6 (DMSO‐d6) CambridgeIsotopeLab 
Dynabeads® MyOne™ Streptavidin beads  Invitrogen 
Ethylacetate  KMF 
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)  GERBU 
Formic acid  KMF 
Glycerol  GERBU 
Glycine  GERBU 
Hydrochloric acid 37%, fuming  Merck 
1‐Hydroxybenzotriazole (HOBt)  ABCR 
4‐(2‐Hydroxyethyl)‐1‐piperazine‐1‐ethanesulfonic acid 
(HEPES) 
GERBU 
N‐Hydroxysuccinimide (NHS)  Sigma Aldrich 
Isopropanol  Acros Organics 
Magnesium acetate  Fluka 
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β‐Mercaptoethanol  SERVA 
Methanol Sigma Aldrich 
Ninhydrine Riedel‐deHaën 
N6SAH  caprotec  bioanalytics GmbH 
Potassium acetate  Fluka 
D‐propargylglycine (H‐D‐Pra‐OH)   Bachem 
ProteoSilver™ Plus Silver Stain Kit  Sigma Aldrich 
Sodium azide  Merck/VWR 
Sodium chloride  GERBU 
Sodium dodecylsulfate (SDS)  GERBU 
Sodium nitrite  Merck/VWR 
Streptavidin−Agarose from Streptomyces avidini  Sigma Aldrich 
Tetrahydrofurane (THF)  Acros Organics 
N,N,N’,N’‐Tetramethylethylenediamine (TEMED)  Acros Organics 
Triethylamine (TEA)  Fluka 
Trifluoroacetic acid (TFA)  Alfa‐Aesar 
Thymidine‐5‘‐monophosphate (TMP)  Sigma Aldrich 
Tris‐HCl  GERBU 
 
5.2 Enzymes and cell lysates 
M.TaqI  (Mw = 47 900 Da) and E. coli DH5α  lysate were kindly provided by Dr. Peter Poot, 
Kerstin Glensk and Sabrina Otto from the Weinhold group. E. coli TMPK (Mw = 23 783 Da), 
human TMPK (Mw = 23 819 Da), human TK 1 (Mw = 25 441 Da) and HSV1‐TK (Mw = 40 897 
Da) were  kindly  supplied  by Dr. Manfred Konrad  (Max  Planck  Institute  for  Biophysical 
Chemistry, Göttingen, Germany). 
 
5.3 General instrumentation and methods 
For water  purification  (HPLC  grade),  an  ELIX  3 Water  System  and  a Milli‐Q  Academic 
water‐purification system from Millipore (Eschborn, Germany) were used. 
For  centrifugation,  a  table  Centrifuge  5415  D  from  Eppendorf  (Cologne,  Germany)  was 
employed. 
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For sterilizing liquids and equipment (eppendorf tubes, pipette tips, etc.), a Varioklav steam 
sterilizer from H+P Labortechnik (Dülmen, Germany) was used. 
For  lyophilization of  synthesized and  commercial  compounds, a Speed Vac Plus SC 110A 
and a Savant Speed Vac SPD111V, both combined with a Savant Vapor Trap RVT 100 from 
Thermo Scientific (Waltham, USA) were used. 
pH  values were measured with  a  pH meter  766  from Calimatic Knick  (Berlin, Germany) 
equipped with  an  IJ44 pH  electrode  from Gamma Analysentechnik GmbH  (Bremerhaven, 
Germany). 
For  incubations  (temperatures  ≥  60  °C),  a  Heat  Block  HBT  130  from  HLC  (Bovenden, 
Germany) was used.  Incubations at 37  °C were done using a Heraeus Function Line  from 
Kendro (Hanau, Germany). For incubation of samples with shaking at 4 °C, a Thermomixer 
5433 from Eppendorf (Cologne, Germany) was employed. 
 
5.4 Spectroscopy and spectrometry 
5.4.1 UV-visible absorption spectroscopy (UV-Vis) 
Absorption spectroscopy  in  the UV/visible  light region  (“UV‐Vis”) was carried out using a 
UV‐Visible  Spectrophotometer Cary  3E  (Varian, Darmstadt, Germany). All measurements 
were performed at r.t. 
 
5.4.2 Nuclear magnetic resonance (NMR) 
1H NMR  spectra were  recorded with an  Inova 400  (at 400 MHz) or a Mercury 300  (at 300 
MHz) spectrometer. 13C NMR spectra were measured with an Inova 400 (at 100 MHz). NMR 
equipment  was  from  Varian  (Darmstadt,  Germany).  All  NMR  measurements  were 
performed at r.t.. 
Hydrogen and carbon chemical shifts (1H and 13C) are given in ppm, using tetramethylsilane 
(TMS)  (δ = 0) as reference. The signals of  the corresponding solvents were used as  internal 
standards.  The  signal  interpretation  is  denoted  as:  s  (singlet),  d  (doublet),  t  (triplet), m 
(multiplet); the coupling constants (J) in Hertz (Hz) are measured. 
 
5.4.3 Mass spectrometry (MS) 
Mass  spectra were measured using a ThermoFinnigan LCQ Deca XP plus  for electrospray 
ionization (ESI) and reversed‐phase liquid chromatography/mass spectrometry (LC‐MS).  
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5.5 High performance liquid chromatography (HPLC) 
Reversed‐phase high performance liquid chromatography (HPLC) was carried out with two 
Waters  systems, each  consisting of a Waters 1525 binary pump  system and a Waters 2487 
Dual  λ  absorbance  detector  (Waters,  Eschborn,  Germany).  The  Breeze  and  Empower  2 
programs running under Windows XP on a personal computer were used as software for the 
systems.  All  chromatography  was  done  at  r.t..  The  difference  between  the  two  HPLC 
systems  lies only  in  their  loop  size. Based on  this,  the  system with a 1 mL  sample  loop  is 
hereafter referred to as HPLC(1) and the other one with a 5 mL sample loop as HPLC(2).  
The  following columns were used  for HPLC analyses, monitoring of  the reaction progress, 
and purifications: NC Prontosil C18 column (250 x 4.6 mm, 5 μm, 120 Å) with a flow rate of 1 
mL/min and SNC Prontosil C18  column  (250 x 8 mm, 5  μm, 120 Å) with a  flow  rate of 3 
mL/min.  Both  columns  were  purchased  from  Bischoff  Chromatography  (Leonberg, 
Germany). The conditions of HPLC analyses are summarized in Tables 6 and 7. 
   
Table 6: Buffers used for HPLC analyses. 
Buffer System Buffer A Buffer B 
1 0.01% TFA, pH 2.8 Buffer A + 70% vol. MeCN 
2 0.01% TFA, pH  2.8 Buffer A + 78% vol. MeOH 
3 100 m M TEAHCO3, pH 8.5 Buffer A + 78% vol. MeOH 
 
 
Table 7: Gradients employed for HPLC.  
Gradient Run 
Gradient 1aa 0 – 7 min (10% Buffer B), 7 – 9 min (10% – 45% Buffer B), 9 – 27 min 
(45% – 100% Buffer B), 27 – 37 min (100% Buffer B), 37 – 39 min (100% 
– 10% Buffer B). 
Gradient 1b 0 – 7 min (10% Buffer B), 7 – 9 min (10% – 45% Buffer B), 9 – 27 min 
(45% – 100% Buffer B), 27 – 44 min (100% Buffer B), 44 – 46 min (100% 
– 10% Buffer B). 
a The difference between 1a and 1b is not in the gradient itself, but in the time of the HPLC 
run (39 min and 46 min, respectively). 
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5.6 Thin Layer Chromatography (TLC) 
For TLC analysis, two types of plates were used: silica gel F254 (d = 0.2 mm) on aluminum 
from Fluka (St. Louis, USA) and silica gel 60 F254 (d = 0.25 mm) on glass from VWR/Merck 
(Darmstadt, Germany). Detection of  the compounds was done by UV  light  irradiation  (λ = 
254 nm). After  initial visualization of compounds under UV  light, TLC plates were stained 
with  one  of  the  following  solutions:    a)  ninhydrine  solution  for  detection  of  the  primary 
amines: 0.3 g ninhydrine was dissolved in 100 mL ethanol, and 3 mL acetic acid was added; 
b) “magic stain” for detection of other compounds: 2.5 g ammoniummolybdate tetrahydrate, 
[(NH4)6Mo7O24·4H2O],  1g  cerium(IV)  sulfate  tetrahydrate,  [Ce(SO4)2·4H2O]    and  10  mL 
concentrated sulfuric acid were added to 90 mL water. 
TLC plates were dried with a heat gun after staining. 
 
5.7 Column chromatography 
The separation of substances by column chromatography was carried out using silica gel 60 
(particle size 0.040 – 0.063 mm) as stationary phase. Silica gel was taken in 50‐120 fold excess 
(weight)  to  the  sample.  Before  entering  the  column,  a  sample was  dissolved  in  a  small 
amount of the corresponding eluent. Column chromatography with dichloromethane (DCM) 
and methanol as eluents was performed at atmospheric pressure. Column chromatography 
with ethyl acetate as eluent was performed under ~ 0.2 bar above normal pressure (argon). 
 
5.8 Sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
SDS‐PAGE was carried out in a Mini‐PROTEAN 3 cell connected to a Power Pac 300 System 
from BioRad  (Munich, Germany). For drying SDS‐PAGE gels a Gel Dryer model 583  from 
BioRad was used. 
Gel electrophoretic analysis of proteins was carried out  following  the SDS‐PAGE Laemmli 
protocol (Laemmli, 1970). Laemmli gels are composed of two different parts: the stacking gel 
(5%  acrylamide)  and  the  separating  gel  (15%  acrylamide)  of  different  pH  values.  In  the 
stacking (upper) gel, proteins are concentrated before they reach the separating (lower) gel. 
The  lower gel then separates the proteins according to their molecular weight. Table 8  lists 
the conditions for the preparations of the two gels. 
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Table 8: Pipette scheme for the SDS-PAGE gel preparation (enough for two gels) 
Gel Content (in order of addition) 
Separating (ca. 10 mL) Acrylamide/bisacrylamide (5 mL, 37.5:1, 30%), water (2.4 mL),    
4 × lower gel buffer (2.5 mL, 1.5 M Tris-HCl, 0.4% SDS, pH  8.8), 
APS (100 μL, 100 mg/mL), TEMED (4.0 μL). 
Stacking (ca. 3 mL) Acrylamide/bisacrylamide (0.5 mL, 37.5:1, 30%), water (1.75 mL), 
4 × upper gel buffer (0.75 mL, 0.5 M Tris-HCl, 0.4% SDS, pH 6.8), 
APS (30 μL, 100 mg/mL), TEMED (3.0 μL). 
 
First,  the separating gel solution  is applied between  two glass plates and 2‐propanol (100  ‐ 
500 μL) is applied on top to keep the gel from drying. After polymerization is completed (ca. 
40 min),  2‐propanol  is  removed,  the  area  between  two  glass  plates  is  rinsed with water, 
dried,  and  then  the  stacking  gel  is  applied  and  left  to  polymerize  (ca.  30 min).  Protein 
samples are  then supplemented with 1 × SDS sample buffer  (15 μL, 50 mM Tris‐HCl, 2.5% 
SDS, 10% glycerol, 500 ppm bromphenol blue, 320 mM β‐mercaptoethanol, pH 6.8), heated at 
100 °C for 10 min and applied on the gel. Electrophoresis  is performed  in 1 × SDS running 
buffer (25 mM Tris Base, 200 mM glycine, 0.1% SDS‐PAGE, pH 8.3) for ca. 80 min at 160 V. 
Afterwards, the gels are stained with Silver Stain or Coomassie Stain.  
Coomassie  staining.  Coomassie  staining  was  performed  using  the  Coomassie  staining 
solution  (0.25% w/v Coomassie Brilliant Blue R‐250, 40% v/v ethanol, 10% v/v acetic acid) 
overnight  at  room  temperature  and  under  slow  shaking.  After  staining,  incubation  in 
Coomassie  destaining  solution  (8%  v/v  ethanol,  10%  v/v  acetic  acid)  for  at  least  1  h was 
performed. 
Silver staining. Silver staining was performed with the ProteoSilver™ Plus Silver Stain Kit 
according to the supplier’s protocol. 
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5.9 Syntheses  
All reactions were performed under air atmosphere unless stated otherwise.  
 
5.9.1 4-Azidobenzoic acid (Bräse et al., 2005). 
 
 
 
To a suspension of 4‐aminobenzoic acid (7) (5 g, 36 mmol, 1 eq.) in water (52 mL) conc. HCl  
(7.5 mL, 37%) was added and the mixture was cooled to 0 °C in an ice‐water bath. A solution 
of NaNO2 (2.5 g, 36 mmol, 1 eq.) in water (10 mL) was added slowly under stirring and the 
reaction mixture  turned orange but  remained  cloudy. To  this mixture, a  solution of NaN3 
(2.34 g, 36 mmol, 1 eq.) in water (10 mL) was added slowly. The ice‐water bath was removed 
and the reaction mixture was stirred for 1 h. Afterwards, the reaction mixture was extracted 
three  times with ethyl acetate (175 mL  in  total). The combined ethyl acetate solutions were 
extracted twice with NaOH (3M, 125 mL in total). To the yellow aqueous fractions conc. HCl 
(150 mL, 37%) was added. The crude product precipitated as pale yellow crystals. They were 
filtered off,  collected and extracted once with ethyl acetate  (25 mL). The pale yellow  solid 
was  dissolved  in  ethyl  acetate  (150 mL).  The  ethyl  acetate  solution was  then  dried  over 
anhydrous MgSO4 and filtered. The filtrate was dried under reduced pressure and the crude 
pale yellow solid was washed with acetonitrile to afford pure product 8. 
 
Yield: 3.98 g, 24 mmol, 67%.  
HPLC(2) (system 2, gradient 1a): Retention time (Rt) = 31 min. Ratio of UV absorbance at λ = 
280 nm and λ = 260 nm (hereafter A280/A260) = 1.2. 
1H NMR (300 MHz, DMSO‐d6): δ = 7.22 (d, 3J = 8.71 Hz, 2H, N3CCH), 7.99 (d, 3J = 8.66 Hz, 2H, 
CH‐C‐COOH). 
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5.9.2 4-Azidobenzoic acid NHS ester (Galardy et al., 1973) 
 
To a yellow solution of 4‐azidobenzoic acid 8 (3.98 g, 24 mmol, 1 eq.) in freshly distilled dry 
THF  (115  mL)  N,N’‐diisopropylcarbodiimide  (DIC)  (4.19  mL,  24  mmol,  1  eq.)  and  N‐
hydroxysuccinimide (9, NHS) (2.76 g, 24 mmol, 1 eq) were added. The mixture slowly turned 
cloudy  and  was  kept  stirring  at  r.t.  overnight.  The  reaction  was  monitored  by  TLC 
(DCM:MeOH:HCOOH v/v/v 95:4:1). The cloudy reaction mixture was filtered to remove the 
less  soluble  by‐product.  The  filtrate  was  concentrated  under  reduced  pressure,  and  the 
resulting yellow solid was extracted with diethyl ether (50 mL) and then with methanol (30 
mL) to afford product 10 as  light yellow solid. The crude product was filtered over a short 
pad of silica gel using hexane:ethyl acetate (1:1) to result in clean NHS ester 10. 
Yield: 5.10 g, 19.6 mmol, 82%. 
TLC (DCM/MeOH/HCOOH 95/4/1, all ratios here and after are given as v/v/v): Rf = 0.5. 
HPLC(2) (system 2, gradient 1a): Rt = 29 min, A280/A260= 2.7. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 2.84 (s, 4H, CH2), 7.05 (d, 3J = 9.06 Hz, 2H, N3CCH), 8.05 (d, 3J 
= 8.79 Hz, 2H, CHCHCO). 
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5.9.3 C1 scaffold  
 
H‐D‐Pra‐OH  4  (200 mg,  1.77 mmol,  1  eq.) was dissolved  in DMA  (6 mL), which  required 
stirring  at  RT  for  1  h,  and  TEA  (367  μL,  2.65 mmol,  1.5  eq.) was  added.  The  flask was 
protected from light with aluminum foil and 4‐azidobenzoic acid NHS‐ester 10 (690 mg, 2.65 
mmol, 1.5 eq.) was added. The reaction mixture was stirred at r.t. overnight and the reaction 
was monitored by TLC (DCM:MeOH:HCOOH, v/v/v 95:4:1). DCM (5 mL) and water (5 mL) 
were added  (pH 7  for aqueous phase). Under  these conditions,  the unreacted NHS‐ester  is 
dissolved  in  the  organic  phase, while  the  coupling  product  6  is  obtained  in  the  aqueous 
phase, as monitored by TLC. The pH of the aqueous phase was adjusted to 4 with acetic acid 
(3%)  and  the  solution  extracted  twice  with  DCM  (20  mL  in  total).  Being  protonated, 
compound  6  is  found  in  the DCM  fraction.  The DCM  fraction was  dried  under  reduced 
pressure (40 °C, 600 mbar). To remove impurities, the raw product was additionally purified 
by column chromatography (24 g silica gel, eluent: DCM:MeOH:HCOOH 95:4:1), resulting in 
pure compound 6. 
Yield: 0.347 g, 1.35 mmol, 76%. 
TLC (DCM/MeOH/HCOOH = 95/4/1): Rf = 0.37. 
HPLC(2) (system 2, gradient 1b): Rt = 31 min, A280/A260= 1.28. 
1H NMR (300 MHz,DMSO‐d6): δ = 2.74 (m, 2H, CH2), 2.80 (s, 1H, C≡CH), 4.51 (q, 1H, N(H)‐
CH), 7.21 (d, 3J = 8.41 Hz, 2H, 2 × N3‐C‐CH), 7.90 (d, 3J = 8.41 Hz, 2H, 2 × C(O)‐C‐CH), 8.76 (d, 
3J = 7.66 Hz, 1H, NH). 
MS (ESI): m/z (%): 259.17 [M+H]+, 281.17 [M+Na]+. 
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5.9.4 Coupling C1 scaffold with N-Boc-1,4-diaminobutane (general procedure) 
 
The C1 scaffold 6 was dissolved in DMA. To this solution, corresponding peptide coupling 
reagent,  additive  and  base  were  added  under  stirring.  N‐Boc‐1,4‐diaminobutane  11  was 
added as DMA solution dropwise and  the reaction mixture was stirred at r.t. for 24 h. The 
reaction was monitored by TLC and HPLC. The product was purified by rp‐HPLC and dried 
under reduced pressure to give 12. 
TLC (ethyl acetate/MeOH = 19/1): Rf = 0.87.  
HPLC(2) (system 2, gradient 1b): Rt = 36 min, A280/A260 = 1.3.  
The  conditions,  yields  and MS  analytics  of  the  corresponding  experiments with  different 
reagents are summarized  in Table 9. The yields of the coupling product 12 were confirmed 
by UV‐Vis spectrometry. An extinction coefficient for C1 scaffold was taken as equal to the 
B1 scaffolds (19 600 L/(mol∙cm) at 269 nm (Charrak, 2011)). 
 
Table 9: Conditions and results of coupling C1 scaffold 6 with N-Boc-1,4-diaminobutane 11. 
C1 
scaffold 6 Amine 11 Volume 
Coupling 
reagent Additive Base 
 
Yield 
 
ESI-MS, 
m/z (%) 
2.58 mg, 
10 µmol, 
1 eq. 
1.88 mg, 
10 µmol, 
1 eq. 
1 mL DIC, 
62.59 µL, 
400 µmol, 
40 eq. 
HOBt, 
10.80 mg, 
80 µmol, 
8 eq. 
DMAP, 
4.88 mg, 
40 µmol, 
4 eq. 
3.10 mg, 
7.22 µmol, 
72% 
429.00 
[M+H]+, 
329.47 
[M – Boc 
group] 
2.58 mg, 
10 µmol, 
1 eq. 
1.88 mg, 
10 µmol, 
1 eq. 
1 mL TBTU,
16.06 mg, 
50 µmol, 
5 eq. 
- DIPEA,
87 µL, 
500 µmol, 
50 eq. 
3.08 mg, 
7.19 µmol, 
71.9% 
429.11 
[M+H]+ 
0.26 mg, 
1 µmol, 
1 eq. 
0.19 mg, 
1 µmol, 
1 eq. 
100 µL HATU, 
3.04mg, 
8 µmol, 
8 eq. 
HOAt, 
1.09 mg, 
8 µmol, 8 
eq. 
DIPEA, 
6.96 µL, 
40 µmol, 
40 eq. 
0.32 mg, 
0.74 µmol, 
74% 
431.54  
0.26 mg, 
1 µmol, 
1 eq. 
0.19 mg, 
1 µmol, 
1 eq. 
100 µL COMU, 
3.42 mg, 
8 µmol, 
8 eq. 
HOAt, 
1.09 mg, 
8 µmol, 8 
eq. 
DIPEA, 
6.96 µL, 
40 µmol, 
40 eq. 
0.35 mg, 
0.81 µmol, 
81% 
431.44 
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5.9.5 Coupling B1 scaffold with N-Boc-1,2-diaminobutane (general procedure) 
 
 
 
The B1 scaffold 5 was dissolved  in DMA. To this solution, corresponding peptide coupling 
reagent,  additive  and  base  were  added  under  stirring.  N‐Boc‐1,4‐diaminobutane  11  was 
added as DMA solution dropwise and  the reaction mixture was stirred at r.t. for 24 h. The 
reaction was monitored by TLC and rp‐HPLC. The product was purified by rp‐HPLC and 
dried under reduced pressure to give 39. 
 
TLC (ethyl acetate/MeOH/HCOOH= 50/49/1): Rf  = 0.62  
HPLC(2) (system 2, gradient 1b): Rt = 35.5 min, A280/A260= 1.3. 
The  conditions,  yields  and MS  analytics  of  the  corresponding  experiments with  different 
reagents are summarized in Table 10. The yields of the coupling product 39 were confirmed 
by UV‐Vis spectrometry. An extinction coefficient for B1 scaffold is 19 600 L/(mol∙cm) at 269 
nm (Charrak, 2011). 
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Table 10: Conditions and results of coupling B1 scaffold 5 with N-Boc-1,4-diaminobutane 11 
B1 
scaffold 5 Amine 11 Volume 
Coupling 
reagent Additive Base 
 
Yield 
 
ESI-MS, 
m/z (%) 
7.06 mg, 
10 µmol, 
1 eq. 
1.88 mg, 
10 µmol, 
1 eq. 
400 µL DIC, 
62.59 µL, 
400 µmol, 
40 eq. 
HOBt , 
10.8 mg, 
80 µmol, 
8 eq. 
DMAP, 
4.88 mg, 
40 µmol, 
4 eq. 
2.46 mg, 
2.81 µmol, 
28% 
915.73 [M+K]+, 
847.81 [M – N2]+ 
 
0.71 mg, 
1 µmol, 
1 eq. 
0.19 mg, 
1 µmol, 1 
eq. 
100 µL TBTU, 
1.61 mg, 
5 µmol, 
5 eq. 
- DIPEA, 
8.70 µL, 
50 µmol, 
50 eq 
0.22 mg, 
0.25 µmol, 
25% 
883,62 [M+Li]+ 
0.71 mg, 
1 µmol, 
1 eq. 
0.19 mg, 
1 µmol, 1 
eq. 
100 µL HATU, 
3.04 mg, 
8 µmol, 
8 eq. 
HOAt, 
1.09 mg, 
8 µmol, 
8 eq. 
DIPEA, 
6.96 µL, 
40 µmol, 
40 eq. 
0.27 mg, 
0.31 µmol, 
31% 
877,71 [M+H]+ 
0.71 mg, 
1 µmol, 
1 eq. 
0.19 mg, 
1 µmol, 1 
eq. 
100 µL COMU, 
3.42 mg, 
8 µmol, 
8 eq. 
HOAt, 
1.09 mg, 
8 µmol, 
8 eq. 
DIPEA, 
6.96 µL, 
40 µmol, 
40 eq. 
0.53 mg, 
0.60 µmol, 
60% 
877,66 [M+H]+ 
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5.9.6 Coupling of the C1 Scaffold with N6SAH  
 
The C1 scaffold 6 (12.4 mg, 48 μmol, 2 eq.) was dissolved in DMA (1.2 mL). DIC 13 (75.2 μL, 
0.48 mmol, 20 eq.), DMAP 19 (11.72 mg, 96 μmol, 4 eq.), HOBT 17 (25.95 mg, 192 μmol, 8 eq.) 
and N6SAH  3  (15.5 mg,  24  μmol,  1  eq.) were  added  and  the mixture was  stirred  at  r.t. 
overnight. The  reaction was monitored with TLC. DMA was  removed under vacuum and 
the  resulting  crude product 21 was purified by  silica gel  chromatography  (1.6 g  silica gel, 
eluent: DCM:MeOH = 95:5, Rf = 0.75) yielding the coupling product C1N6SAH 21 as a yellow 
oil. 
Yield: 11 mg, 12 μmol, 71%.  
TLC (DCM/MeOH = 95/5): Rf = 0.75. 
HPLC(2) (system 1, gradient 1b): Rt = 44 min, A280/A260 = 1.2. 
MS (ESI): m/z (%): 892.8 [M+H]+, 914.42 [M+Na]+. 
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5.9.7 C1N6SAH Capture Compound  
 
 
C1N6SAH 21 (11 mg, 12 μmol, 1 eq.) was dissolved  in a mixture of trifluoroacetic acid (4.5 
mL) and acetonitrile (4.5 mL). The reaction mixture was stirred for 24 h at 4 °C and another 
24 h at r.t.. After  the  first 24 h at 4 °C, HPLC analysis showed  two major peaks  (HPLC(2), 
system 1, gradient 1b: 26 min and 29 min). After another 24 h at r.t., the peak intensity at 29 
min decreased and the one at 22 min increased. Furthermore, a third peak with Rt = 23 min 
was observed. All three compounds were purified by rp‐HPLC and identified as deprotected 
C1N6SAH (named C1_N6SAH) 1 (Rt = 26 min), depurination product 22 (Rt = 27 min), and 
deprotected C1N6SAH with the t‐butyl group still attached 23 (Rt = 29 min). 
Yield: 2.9 mg, 4.2 μmol, 35%. 
HPLC(2) (system 1, gradient 1b): Rt = 26 min, A280/A260 = 1.2 
MS (ESI): m/z (%): 696.41 [M+H]+. 
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5.9.8 Biotin-NHS ester (Kottani et al., 2006) 
 
Biotin 37 (0.5 g, 2.1 mmol, 1 eq.), NHS 9 (0.38 g, 3.30 mmol, 1.6 eq.) and EDC∙HCl (0.52 g, 2.69 
mmol, 1.3 eq.) were dissolved in DMF (10 mL) and stirred in a stopped flask under argon for 
19 h at r.t.. The reaction was monitored with TLC. The reaction was quenched by adding ice 
water. A white precipitate formed, which was filtered, washed with cold water and dried in 
high vacuum.  The product, biotin‐NHS ester 28, was obtained as white powder. 
Yield: 0.479 g, 1.40  mmol, 67% yield. 
TLC (DCM/MeOH/HCOOH = 9/1/1): Rf = 0.47. 
1H NMR (400 MHz, DMSO‐d6): δ = 1.4 ‐ 1.75 (m, 6H, S‐CH‐CH2‐CH2‐CH2‐), 2.45‐2.73 (m, 4H, 
SCH2,  C(O)CH2),  2.81  (s,  4H, NHS:  2  ×  CH2),  3.10‐3.20  (m,  1H,  S‐CH),  4.14‐2.20  (m,  1H, 
NHCHCH), 4.23‐4.35 (m, 1H, NHCHCH2), 6.38 (s, 1H, NH), 6.41 (s, 1H, NH).  
13C NMR (100MHz, DMSO‐d6): δ = 24.8, 26.0, 28.1, 28.2, 30.6, 40.0, 55.8, 59.8, 61.6, 163, 169.4, 
169.9. 
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5.9.9 Biotin-(PEG)3-azide  
 
11‐Azido‐3,6,9‐trioxaundecan‐1‐amine  ((PEG)3‐Azide,  26)  57  mg,  0.261  mmol,  1  eq.)  was 
dissolved  in DMSO (7.5 mL) and TEA (0.22 mL) were added. Biotin‐NHS ester 28 (0.147 g, 
0.42 mmol, 1.6  eq.) was added and  the  reaction mixture was  stirred  for 19 h at  r.t. under 
argon. The reaction was monitored with TLC. The raw product 25 was dried under reduced 
pressure and purified by column chromatography (DCM:MeOH = 9:1). The product, Biotin‐
(PEG)3‐azide 25, was obtained as light yellow solid. 
Yield: 30 mg, 65.2 μmol, 25%. 
TLC (DCM/MeOH/TEA = 79/20/1%): Rf =0.75.  
1H NMR: (300 MHz, CDCl3): δ = 1.30‐1.78 (m, 6H, biotin: 3 × CH2), 2.16 (t, 3J = 7.42 Hz, 2H, N3‐
CH2), 2.50‐2.60 (m, 2H, SCH2), 3.02‐3.14 (m, 1H, SCH), 3.30‐3.40 (m, 2H, NHCHCH2), 3.50 (m, 
2H, COCH2CH2), 3.53‐3.66 (m, 12H, PEG: 6 × CH2), 4.20‐4.30 (m, 1H, CH‐CH‐S), 4.40‐4.50 (m, 
1H, CH‐CH2‐S), 5.50 (s, 1H, CONHCH2), 6.46 (s, 1H, biotin‐NH), 6.60 (s, 1H, biotin‐NH). 
MS (ESI): m/z (%): 467.53 [M+Na]+, 439.73 [M+Na+– N2]+. 
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5.9.10 Biotin-(PEG)10-azide  
 
O‐(2‐Aminoethyl)‐O′‐(2‐azidoethyl)nonaethylene  glycol  ((PEG)10‐Azide,  27)  (55.1 mg,  0.105 
mmol, 1 eq.) was dissolved  in DMSO  (7.5 mL) and TEA  (0.22 mL) was added. Biotin‐NHS 
ester 28 (0.18 g, 0.53 mmol, 5 eq.) was added and the reaction mixture was stirred for 19 h at 
r.t. under argon. The reaction was monitored with TLC. The raw product was dried under 
reduced  pressure  and  purified  using  column  chromatography  (DCM:MeOH  =  9:1).  The 
product, Biotin‐(PEG)10‐azide 29 was obtained as light yellow solid. 
 
Yield: 12 mg, 15.3 μmol, 15%. 
TLC (DCM/MeOH/TEA = 79/20/1%): Rf = 0.37  
1H NMR (300 MHz, DMSO‐d6): δ = 1.2‐1.7 (m, 6H, biotin: 3 × CH2), 2.05 (t, 3J = 7.42 Hz, 2H, 
NHCOCH), 2.60‐2.90  (m, 2H, SCH2), 3.1  (m, 1H, SCH), 3.18  (m, 2H, NHCH2), 3.46‐3.64  (m, 
42H, 10CH2, 10CH2, CH2), 4.08‐4.18 (m, 1H, NHCHCH), 4.26‐4.36 (m, 1H, NHCHCH2), 6.42 
(s, 1H, NH), 6.34 (s, 1H, NH), 7.84 (m, 1H, CONHCH2). 
MS (ESI): m/z (%): 775.67 [M+Na]+. 
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5.10 Biochemical experiments 
5.10.1 General capturing procedure 
All capture experiments were performed in analogy to the methods and protocol, established 
in  the Weinhold group  (Poot, 2011). All modifications of  these protocols are mentioned for 
every experiment.  
Capture experiments were performed at 4 °C in a volume of 100 μL using 0.5 mL Eppendorf 
tubes (except those with C1_N6SAH 1, which were performed  in total volume of 20 μL for 
all assays and competitor controls). Samples consisted of 5 × capture buffer (20 μL), capture 
compound  solution  and  protein  solution  (in  the  order  of  addition).  Competitor  control 
experiments were done with a  large excess of competitor  (SAH: 10 mM and ATP: 10 mM). 
ATP stock solution (100 mM) was adjusted to pH 8.5 before use (using 10 M NaOH and 5 M 
HCL solutions) and stored at –20 °C. The competitor was incubated with proteins for 10 min 
before addition of the capture compound. The protein concentration was varied from 1 μM 
up to 10 μM.  
 
5.10.1.1 On-bead protocol 
For  the  on‐bead  protocol,  generally,  20  μL  (corresponding  to  200  μg)  of  Dynabeads® 
MyOne™  Streptavidin  beads  are  incubated  with  1  nmol  (10  μL,  100  μM)  of  capture 
compound  by  incubation  with  shaking  at  4  °C  for  15  min.  Such  an  amount  of  a  CC 
corresponds to a 1.43 fold excess with respect to the streptavidin on the beads and is used for 
complete loading of the beads with a CC. The resulting loading thus equals 0.7 nmol per 200 
μg of magnetic particles (Charrak, 2011). As a result, “capture beads” are obtained, which are 
then allowed to interact with proteins. After initial, reversible binding to proteins through a 
selectivity  function, capture beads are  irradiated with a UV  lamp, which  leads  to covalent 
binding  of  the CC  to  a protein  through  a  reactivity  function. After  covalent  crosslinking, 
beads are incubated for 45‐60 min at 4 °C. After that, they are thoroughly washed to remove 
all unspecifically bound proteins and  isolated by a strong hand‐held magnet. Finally, fresh 
SDS‐PAGE sample buffer is added to the beads to break the biotin‐streptavidin bond and to 
cleave the proteins from the beads (Poot, 2011). Samples are heated for 10 min to 100 °C and 
applied on the SDS‐PAGE gel (Scheme 24). 
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5.10.1.2 Off-bead protocol  
In the off‐bead protocol, the CC is first allowed to interact with proteins, and magnetic beads 
are  added  to  the  samples  after  UV  irradiation  (Scheme  24).  A  final  capture  compound 
concentration of 5 μM (5 μL, 100 μmol) is used. After UV photo‐crosslinking, magnetic beads 
are added to the samples and incubated with them for 45‐60 min at 4 °C. After that, beads are 
washed  to  remove  all  unspecifically  bound  proteins  and  isolated  by  a  strong  hand‐held 
magnet. Fresh SDS‐PAGE sample buffer is added to the beads, then, samples are heated for 
10 min to 100 °C and applied on the SDS‐PAGE gel. 
In all  the on‐ and off‐bead experiments, UV  irradiation was performed using  two different 
lamps: An AlienBees B1600  flash  lamp  from Canon  (Tokyo,  Japan) and a caproBox™  from 
caprotec  bioanalytics GmbH. UV irradiation with the flash lamp was performed on ice with 
20  flashes, and  that with  the caproBox™ was done at 4 °C  for 5 min without shaking  (off‐
bead protocol, single protein capturing) or 15 min with shaking (off‐ and on‐bead protocols, 
E.  coli  lysate  experiments).  For  UV  irradiation  with  caproBox™  the  lamp  itself  was 
disassembled and placed above the shaker at about 1 cm distance from reaction tubes. SDS‐
PAGE sample buffer was freshly prepared and added to the samples in the amount of 15 μL 
if not mentioned otherwise. After incubation for 10 min at 100 °C, a quick centrifugation (3‐5 
s) of the samples was performed.  
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Scheme 27: Schematic mechanism of off- and on-bead capture procedures. 
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5.11 Capture Experiments 
5.11.1 Buffers 
 
Table 11. Buffers used in capturing. 
Buffer Content 
“Poot Buffer” (Poot, 2011) 10 mM HEPES, 10 mM MES, 10 mM KOAc, 10 mM MgCl2,  
150 mM NaCl, 0.25% CHAPS, 10%glycerol, pH 7.5. 
Capture Buffer 5 × 100 mM HEPES, 250 mM KOAc, 50 mM Mg(OAc)2,  
1000 mM NaCl, 50% Glycerol, pH 7.9. 
B&W Washing Buffer 50 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 1 M NaCl, 0.1% CHAPS,  
pH 7.5. 
Basic washing buffer 50 mM NH4OAc, 0.1 % CHAPS, pH 7.5. 
“Konrad buffer” 5 × 250 mM Tris-HCl, 500 mM KCl, 25 mM MgCl2, pH 7.5. 
ABC buffer 50 mM NH4HCO3, 0.01% SDS, pH 8.5. 
* All buffers were filtered through a 0.22 μM filter and stored at 4 °C. 
 
5.11.2 Washing procedures  
The washing procedure is performed after incubation of the samples with magnetic beads, in 
order to remove the unbound proteins from the beads (Poot, 2011). 
 
Table 12: List of washing procedures applied to the capture beadsa,b 
Washing procedure 1 2 × B&W washing buffer, 2 × basic washing buffer, 2 × 
B&W washing buffer, 3 × H2O. 
Washing procedure 2 5 × B&W washing buffer, 1 × H2O 
Washing procedure 3 3 × B&W washing buffer, 2 × basic washing buffer, 2 × 
B&W washing buffer, 3 × H2O, 3 × 80% CH3CN, 3 × H2O. 
aFor each washing step, 180 μL of the corresponding buffer (or water) were taken.  
bAfter  change  of  each  buffer,  a  change  of  the  eppendorf  tube  is  recommended.
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5.11.3 C1_N6SAH capture compound experiments 
5.11.3.1 TAMRA azide experiment 
Capturing. C1_N6SAH 1 (10 μM), Poot buffer (5 ×, 4 μL) and M.TaqI (10 μM) were combined 
and water was added  to give a  total volume of 20 μL.  In  the competitor controls, SAH  (10 
mM) was  added  to  the mixture.  “No  copper”  controls were  prepared  in  analogy  to  the 
assays. Samples were incubated for 90 min at 4 °C (with shaking) and flashed 20 times with 
the flash lamp. 
Click  reaction. The “Click mix” was  freshly prepared  for each  sample before adding  it  to 
them. It consisted of copper(I) sulfate (0.6 mM), THPTA (0.6 mM), TAMRA Azide 24 (80 μM) 
and sodium ascorbate  (50 mM)  in a  total volume of 5 μL. For  the “no copper” control,  the 
“click mix” was prepared without copper and added with water instead. 
After  UV  irradiation,  the  “click  mix”  was  added  to  the  samples  and  left  in  the  37  °C 
incubator  for 1 h  (without  shaking). After  the Click  reaction,  samples were  supplemented 
with 5 × SDS‐PAGE sample buffer (6.25 μL), heated up to 100°C for 10 min, centrifuged for 5 
s and applied onto an SDS‐PAGE gel (gels were prepared using a comb with 10 big teeth to 
enable  the  application  of  31.25  μL  per  sample).  Loading  of  the  gels must  be  done  very 
carefully to avoid the contamination of neighboring pockets. Electrophoresis was performed 
and afterwards, the gels were analyzed under UV light and stained with Coomassie stain. 
 
5.11.3.2 Biotin azide experiment 
C1_N6SAH 1 (10 μM), Poot buffer (5 ×, 4 μL) and M.TaqI (10 μM) were combined and water 
was  added  to give  a  total volume  of  20  μL.  In  the  competitor  controls,  SAH  (6 mM) was 
added to the mixture. “No copper” controls were prepared in analogy to the assays. Samples 
were incubated for 90 min at 4 °C (with shaking) and flashed 20 times with the flash lamp. 
Click  reaction. The “Click mix” was  freshly prepared  for each  sample before adding  it  to 
them. It consisted of copper(I) sulfate (0.6 mM), THPTA (0.6 mM), Biotin‐(PEG)3‐azide 25 (80 
μM) and sodium ascorbate (50 mM)  in a total volume of 5 μL. For the “no copper” control, 
the  “click mix” was  prepared without  copper. After UV  irradiation,  the  “click mix” was 
added to the samples and left in the 37 °C incubator for 1 h (without shaking). After the Click 
reaction, magnetic beads (dried from 60 μL of stock solution) were added and  the samples 
and  incubated with shaking at 4 °C for 60 min. Then,  the beads were washed according  to 
the Washing  procedure  1  and  supplemented with  2  ×  SDS‐PAGE  sample  buffer  (15  μL), 
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heated  up  to  100°C  for  10 min,  centrifuged  for  5  s  and  applied  onto  an  SDS‐PAGE  gel. 
Electrophoresis was performed and afterwards, the gels were analyzed under UV light and 
stained with silver stain. 
 
5.11.3.3 Optimization of capturing conditions: THPTA concentration 
Capturing. C1_N6SAH 1 (10 μM), Poot buffer (5 ×, 4 μL) and M.TaqI (10 μM) were combined 
and water was added  to give a  total volume of 20 μL.  In  the competitor controls, SAH  (10 
mM) was  added  to  the mixture.  “No  copper”  controls were  prepared  in  analogy  to  the 
assays. Samples were incubated for 90 min at 4 °C (with shaking) and flashed 20 times with 
the flash lamp. 
Click reaction. “Click mixes” with three different THPTA concentrations were prepared: 0.6 
mM,  1.2 mM,  and  3.0 mM  of  THPTA,  respectively. Other  ingredients were  added  in  the 
concentrations used in the previous experiments: copper(I) sulfate (0.6 mM), TAMRA Azide 
24  (80 μM) and  sodium ascorbate  (50 mM). The “click mixes”  for  two controls  (competitor 
control: SAH (10 mM) and “no copper” control) were carried out with 0.6 mM of THPTA. The 
total volume of each “click mix” was 5 μL. 
After  UV  irradiation,  the  “click  mix”  was  added  to  the  samples  and  left  in  the  37  °C 
incubator  for 1 h  (without  shaking). After  the Click  reaction,  samples were  supplemented 
with 5 × SDS‐PAGE sample buffer (6.25 μL), heated up to 100°C for 10 min, centrifuged for 5 
s and applied onto an SDS‐PAGE gel (gels were prepared using a comb with 10 big teeth to 
enable  the  application  of  31.25  μL  per  sample).  Loading  of  the  gels must  be  done  very 
carefully to avoid the contamination of neighboring pockets. Electrophoresis was performed 
and afterwards, the gels were analyzed under UV light and stained with Coomassie stain. 
 
5.11.3.4 Optimization of capturing conditions: Click reaction time 
C1_N6SAH 1 (10 μM), Poot buffer (5 ×, 4 μL) and M.TaqI (4 μM) were combined and water 
was added  to give a  total volume of 20 μL.  In  the competitor controls, SAH  (10 mM) was 
added to the mixture. Samples were incubated for 90 min at 4 °C (with shaking) and flashed 
20 times with the flash lamp. 
Click  reaction. The “Click mix” was  freshly prepared  for each  sample before adding  it  to 
them. It consisted of copper(I) sulfate (0.6 mM), THPTA (0.6 mM), Biotin‐(PEG)3‐azide 25 (80 
μM) and sodium ascorbate (50 mM) in a total volume of 5 μL. After UV irradiation, the “click 
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mix” was added to the samples. Three different times of Click reaction were tested: 0 min, 30 
min and 60 min of  incubation at 37 °C without shaking. After  the Click reaction, magnetic 
beads (dried from 60 μL of stock solution) were added and the samples and incubated with 
shaking  at  4  °C  for  60  min.  Then,  the  beads  were  washed  according  to  the  washing 
procedure 1 and supplemented with 2 × SDS‐PAGE sample buffer (15 μL), heated up to  
100  °C  for 10 min, centrifuged  for 5 s and applied onto an SDS‐PAGE gel. Electrophoresis 
was performed  and  afterwards,  the  gels were  analyzed under UV  light  and  stained with 
silver stain. 
 
5.11.3.5 Optimization of capturing conditions: Linker length 
C1_N6SAH 1 (10 μM), Poot buffer (5 ×, 4 μL) and M.TaqI (10 μM) were combined and water 
was added  to give a  total volume of 20 μL.  In  the competitor controls, SAH  (10 mM) was 
added to the mixture. “No copper” controls were prepared in analogy to the assays. Samples 
were incubated for 90 min at 4 °C (with shaking) and flashed 20 times with the flash lamp. 
Click  reaction.  “Click mixes” with  two  different  biotinylated  PEG‐azides were  prepared: 
Biotin‐(PEG)3‐azide 25 and Biotin‐(PEG)10‐azide 29, each at a concentration of 80 μM. Other 
ingredients were added  in  the concentrations, used  in  the previous experiments: copper(I) 
sulfate  (0.6 mM),  THPTA  (0.6 mM)  and  sodium  ascorbate  (50 mM).  For  the  “no  copper” 
control, the “click mix” was prepared without copper. The total volume of each “click mix” 
was 5 μL. After UV irradiation, the “click mix” was added to the samples and left in the 37 
°C incubator for 1 h (without shaking). After the Click reaction, magnetic beads (dried from 
60 μL of stock solution) were added and the samples and incubated with shaking at 4 °C for 
60  min.  Then,  the  beads  were  washed  according  to  the  Washing  procedure  1  and 
supplemented with 2 × SDS‐PAGE sample buffer  (15 μL), heated up  to 100  °C  for 10 min, 
centrifuged for 5 s and applied onto an SDS‐PAGE gel. Electrophoresis was performed and 
afterwards, the gels were analyzed under UV light and stained with silver staining. 
 
5.11.3.6 Comparison between C1_N6SAH and B1_N6SAH 
C1_N6SAH 1 (40 μM), Poot buffer (5 ×, 4 μL) and M.TaqI (1 μM) were combined and water 
was added to give a total volume of 20 μL. For the samples with B1_N6SAH 2, B1_N6SAH 
(40  μM) was  added  instead  of C1_N6SAH.  In  the  competitor  controls,  SAH  (10 mM) was 
added  to  the mixture. The “no copper” control for C1_N6SAH was prepared  in analogy  to 
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the assay. All samples were incubated for 90 min at 4 °C (with shaking) and flashed 20 times 
with the flash lamp. 
Click  reaction. The “Click mix” was  freshly prepared  for each  sample before adding  it  to 
them. It consisted of copper(I) sulfate (0.6 mM), THPTA (0.6 mM), Biotin‐(PEG)3‐azide 25 (80 
μM) and sodium ascorbate (50 mM)  in a total volume of 5 μL. For the “no copper” control, 
the  “click mix” was  prepared without  copper. After UV  irradiation,  the  “click mix” was 
added  to  the samples and  they were  incubated  for 1 h at 37 °C without shaking. After  the 
Click  reaction, magnetic  beads  (dried  from  60  μL  of  stock  solution) were  added  and  the 
samples were  incubated with  shaking  at  4  °C  for  60 min.  Then,  the  beads were washed 
according to the Washing procedure 1 and supplemented with 2 × SDS‐PAGE sample buffer 
(15 μL), heated up to 100 °C for 10 min, centrifuged for 5 s and applied onto an SDS‐PAGE 
gel. Electrophoresis was performed and afterwards, the gels were analyzed under UV  light 
and stained with silver staining. 
 
5.11.3.7 Capture experiments with B1_ATP 
Experiments were performed using standard off‐bead and on‐bead protocols. E.  coli  lysate 
(0.35 mg of protein) and B1_ATP 33 (10 μM) were used. Samples were incubated for 90 min 
at 4 °C with shaking prior to UV irradiation and flashed 20 times with a flash lamp. After UV 
photo‐crosslinking and  incubation with the beads, the beads were washed according to the 
washing procedure 1. After the electrophoresis, proteins were visualized with silver staining. 
 
5.11.3.8 Capture experiments with -ATP CCs 
Screening with various kinases. All experiments were performed using the standard off‐bead 
protocol. 2 μM of the respective protein (E. coli TMPK, human TMPK, human TK1 and HSV1‐
TK),  5  μM  of  CC  (‐ATP_38,  ‐ATP_39,  ‐ATP_40,  ‐ATP_41  and  ‐ATP_42) were  used. 
Besides normal competitor control, a  loading control was performed: 2% of  the assay were 
directly supplemented with SDS‐PAGE sample buffer, heated and applied on the gel. 
Full control screening of thymidylate kinases. The experiments were performed using the 
standard off‐bead protocol in close analogy to the screening with kinases. The difference lies 
in the controls. Besides normal competitor control (C), a pull‐down control (PD), a pull down 
control with  competitor  (PDC)  and  a  control with  no  capture  compound  (no  CC) were 
performed  (Lenz,  personal  communication).  The  conditions  of  all  experiments  are 
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summarized  in Table 13, where “+” means presence and “‐“the absence of a material or a 
procedure. 
 
Table 13: Scheme for the principle evaluation of new capture compounds. 
Material/Procedure A C PD PDC noCC 
Protein + + + + + 
Competitor (if “-“, add water instead) - + - + +/-a 
CC (if “-“, add water instead) + + + + - 
UV irradiation + + - - + 
aCan be done with or without a competitor to see if it affects capturing. 
 
Linker cleavage for ‐ATP_41. The experiment was performed using the standard on‐bead 
protocol.  2  μM  of  Ec  TMPK  and  10  μM  of  ‐ATP_41 were  used.  The  pre‐incubation  time 
(before UV  irradiation) was set to 15 min. Samples were then  irradiated for 5 min with the 
caproBox™ and washed according to Washing procedure 2. 
An ammonium bicarbonate (ABC) buffer was used here. Sodium dithionite solutions of 25, 
50, 100, 200 and 250 mM  in  this ABC buffer were prepared and added  to  the dry  capture 
beads, each solution both to the assay and competitor controls (with the total volume of 40 
μL).  Samples were  shaken  for  1  h  at  r.t.,  then  centrifuged  for  30 min  (at  13 000  RPM), 
supernatants  were  removed  and  the  sodium  dithionite  treatment  was  repeated.  The 
corresponding  supernatants  (upstanding  sodium  dithionite  solutions  with  supposedly 
cleaved proteins) were united and dried in the Speed Vac (80 μL, ≈ 1h), then all of them, as 
well as bead remainders, were added with 15 μL of SDS‐PAGE Sample buffer and heated for 
10 min at 100 °C. After heating, all samples were centrifuged for another 30 min to get the 
bead remainders down. Finally, the samples were applied on the gel.   
 
Capturing with agarose beads and ‐ATP_41. The experiment was performed using  the 
standard off‐bead protocol  (Table  14). Assay  (A1),  competitor  control  (C1)  and pull‐down 
control (PD1) were done with magnetic and agarose beads  in parallel. Capture beads were 
washed  according  to  the Washing  procedure  1 with  1 mM ATP  in B&W washing  buffer. 
Magnetic beads were washed with the help of a strong magnet, whereas agarose beads were 
centrifuged down after each washing step. 
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Additionally, another three samples with agarose beads (A2, C2 and PD2) were treated with 
sodium  dithionite.  Samples were  stirred with  sodium  dithionite  at  4  °C  overnight,  then 
beads were centrifuged down and supernatants were removed. All the samples underwent 
treatment with SDS‐PAGE sample gel, were heated for 10 min to 100 °C and applied on the 
gel. Only one half of the supernatants was applied on the gel.  
 
Table 14: Conditions of the experiment with magnetic and agarose beads. 
Ingredient Volume/Concentration 
Dynabeads® MyOne™ Streptavidin beads 20 µL (200 µg) 
Streptavidin−Agarose Beads 20 µL* 
Capture compound (‐ATP_41) 5 µM 
E. coli TMPK 2 µM 
Sodium dithionite 30 µL (150 mM in ABC buffer) 
 * The amount of agarose beads was taken according to bead capacity data (provided by the 
supplier) and corresponds to the capacity of 20 µL of magnetic beads. 
 
Human TMKP with TMP as a second substrate. The experiment was performed using the 
standard off‐bead protocol. 2 μM of human TMPK and 5 μM of ‐ATP_39, ‐ATP_40 and  
‐ATP_41 were used. The second substrate, dTMP 35, was used in a concentration of 2 mM. 
The preincubation  time (before UV  irradiation) was set  to 15 min. Samples were  irradiated 
for 5 min with caproBox™ and washed according to Washing procedure 2. 
 
Human TMPK activity experiment: Capture Compound as a possible substrate. Human 
TMPK (50 μM, 1 eq.), ‐ATP_39 (50 μM, 1 eq.), dTMP 35 (0.2 mM, 4 eq.) and “Konrad buffer” 
5 × (80 μL) were added with water to give a total volume of 400 μL and incubated at 25 °C 
for  24  h.  The  reaction  was  monitored  with  rp‐HPLC  (100  μL  of  the  mixture  for  each 
injection). As a control, an experiment without human TMPK was performed parallel to the 
assay. 
 
5.11.3.9 Capturing from E. coli lysate 
Optimization of the pre-incubation time. Experiments were performed using standard off‐
bead  and on‐bead protocols.  0.35 mg of E.  coli  lysate per  sample was used. For  each pre‐
incubation  time  test,  two  samples  (assay  and  competitor)  were  prepared.  After  the 
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corresponding  pre‐incubation  time  period,  samples were  irradiated with  caproBox™  and 
washed  according  to  the  Washing  procedure  2.  Further  experimentation  proceeded 
according  to  the General capturing procedure. Pre‐incubation  times were kept at 0 min, 10 
min, 30 min, 1 h, 5 h, overnight (20 h). Irradiation time, used in this experiment, was 5 min. 
 
Optimization of the irradiation time. The  experiment was performed using  the  standard 
on‐bead protocol  in analogy  to  the one with different pre‐incubation  times. The same  time 
periods  for pre‐incubation were used, but  for  each  sample  an  irradiation  for  15 min with 
caproBox™ was done. 
 
MS identification of E. coli samples.  Experiments were  performed  in  triplicates  or  in 
duplicates using standard off‐bead and on‐bead protocols. Pre‐incubation  time was kept at 
30 min and  irradiation  time was kept at 15 min. Capture beads were washed according  to 
Washing  procedure  3  and  divided  into  two  parts. One  part was  treated with  SDS‐PAGE 
sample  buffer  and  analyzed  with  SDS‐PAGE  gel,  the  second  one  was  sent  to  caprotec 
bioanalytics GmbH for LC‐MS/MS analysis. 
 
LC-MS/MS analysis. LC‐MS/MS  analysis was  performed  at  caprotec  bioanalytics GmbH 
and the protocol given below was kindly provided by Dr. K. Bartho:  
“Tryptic  digests  were  analyzed  by  online  nanoflow  LC‐MS/MS  on  an  UltiMate  3000 
RSLCnano System (Dionex, Germany) coupled to a LTQ‐Orbitrap Velos instrument (Thermo 
Fisher  Scientific,  Germany)  through  a  Proxeon  nanoelectrospray  ion  source  (Proxeon, 
Germany). For chromatographic separation samples were  first  loaded on a  reversed phase 
(RP) precolumn (Acclaim PepMap100, 5 μm, 100 Å, 300 μm i.d. x 5 mm) and separated on a 
RP  analytical  column  (Acclaim  PepMap  RSLC  C18,  2  μm,  100 Å,  75  μm  i.d.  x  150 mm, 
Dionex, Germany) performing a 90 min  linear gradient  (5 – 35 % acetonitrile, 0.1 %  formic 
acid). 
Mass  spectrometric  detection  was  performed  in  the  data‐dependent  mode  allowing  to 
automatically  switch  between  Orbitrap‐MS  and  LTQ‐MS/MS  acquisition  in  a  top  20 
configuration  at  60  K  resolution  for  a  full  scan  with  subsequent  collisionally  induced 
dissociation (CID) fragmentation. Full scan MS spectra (from m/z 300 –2000) were acquired 
in the Orbitrap analyzer after accumulation to a target value of 1e6 in the linear ion trap. The 
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most  intense  ions  (up  to  twenty, depending on signal  intensity) with charge state ≥ 2 were 
sequentially  isolated at a target value of 10,000 and fragmented  in the  linear  ion trap using 
low energy CID with normalized collision energy of 35 %. Target ions already mass selected 
for CID were dynamically excluded for the duration of 63 s. The minimal signal required for 
MS2 was 3000 counts. An activation q of 0.25 and an activation time of 10 ms were applied 
for MS2  acquisitions. All MS/MS  data were  analyzed  using Andromeda  implemented  in  
MaxQuant (www.maxquant.org, release 1.2.0.18). Automated database searching against the 
human UniProtKB/Swiss‐Prot database  (release 2011_01 contains 20252  reviewed  sequence 
entries) was performed with 6 ppm precursor tolerance, 0.5 Da fragment  ion tolerance, full 
trypsin  specificity  allowing  for  up  to  2  missed  cleavages  and  methionine  oxidation  as 
variable modification. The maximum  false discovery rates were set  to 0.01 both on protein 
and peptide  level,  the maximum PEP  to 1, and 6 amino acids were  required as minimum 
peptide  length. The  label  free quantification option was selected with a maximal  retention 
time window of 2 min for the alignment between LC‐MS/MS runs.” 
 
Statistical analysis.  Tables  15a  and  15b  present  the  results  of  statistical  analysis  of  the 
protein  identification  and  label‐free  quantification.  For  each  specifically  captured  protein, 
average  protein  abundance  in  the  assay  (average  A),  average  protein  abundance  in  the 
competitor control (average C) towards each CC and capture protocol are shown.  
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Table 15a: Statistical analysis of capturing in E. coli lysate with -ATP_39, -ATP_41 and  
-ATP_42, off-bead protocol. Average assay and competitor abundances are shown.    
No. Uniprot ID 
-ATP_39, off-bead -ATP_41, off-bead -ATP_42, off-bead 
Average A Average C Average A Average C Average A Average C 
1 P0A6F3 9.58E+06 5.34E+06 9.52E+07 8.69E+07 7.27E+08 1.05E+08 
2 P76658 9.05E+05 8.11E+04 1.13E+06 2.56E+05 6.27E+06 2.40E+06 
3 P0A6A3 4.38E+03 1.58E+05 1.26E+07 2.61E+06 3.78E+06 1.72E+06 
4 P0A796 2.83E+06 2.15E+05 8.40E+06 3.40E+06 2.22E+07 2.95E+06 
5 P37647 0.00E+00 0.00E+00 3.24E+06 2.82E+06 5.07E+06 1.02E+06 
6 P0AEW9 1.07E+04 0.00E+00 1.88E+06 3.17E+06 3.76E+06 1.58E+06 
7 P06999 0.00E+00 0.00E+00 3.90E+05 9.45E+04 1.05E+07 0.00E+00 
8 P77739 6.19E+05 3.67E+04 9.42E+06 4.43E+06 2.58E+07 1.64E+06 
9 P76423 3.60E+05 1.51E+05 2.87E+06 1.16E+06 5.26E+06 2.36E+06 
10 P0A720 3.00E+06 3.12E+04 2.45E+06 7.54E+04 8.35E+07 8.14E+03 
11 P69441; Q1PI83 
1.39E+09 0.00E+00 2.83E+09 3.08E+09 2.91E+06 1.28E+05 
12 P63284 4.35E+07 3.84E+06 1.86E+08 7.64E+07 9.32E+08 1.31E+08 
13 P0AES6 7.58E+04 1.68E+05 4.39E+05 6.01E+05 5.88E+06 2.15E+06 
14 P00452 8.44E+05 0.00E+00 5.84E+05 1.39E+04 2.42E+06 8.24E+04 
15 P28903 5.71E+05 1.07E+05 1.19E+06 1.32E+06 4.13E+06 1.24E+06 
16 P21177 1.11E+06 1.89E+05 2.07E+06 3.33E+06 6.27E+07 2.66E+07 
17 P0A6Z3 8.14E+06 1.45E+06 5.45E+07 7.11E+07 3.46E+08 1.26E+08 
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18 P0AFL6 8.90E+05 4.39E+05 1.09E+07 1.08E+07 1.38E+07 1.09E+07 
19 P0A6F5 2.15E+06 1.78E+06 1.01E+08 5.02E+07 4.03E+08 1.14E+08 
20 P0ABB0 1.23E+07 2.03E+06 8.76E+06 1.16E+07 1.88E+07 5.09E+06 
21 P39342 1.22E+06 0.00E+00 1.12E+06 3.17E+05 4.37E+06 3.41E+05 
22 P23830 1.14E+06 1.80E+06 3.92E+06 3.46E+06 7.14E+05 2.96E+05 
23 P0A853 1.15E+07 6.50E+06 5.16E+08 2.07E+08 2.31E+09 9.16E+08 
24 P0ADG7 5.99E+07 1.21E+07 3.61E+08 2.10E+07 2.75E+08 1.48E+07 
25 P27306 6.73E+05 1.01E+06 1.15E+08 1.47E+08 2.09E+08 7.94E+07 
26 P0AGI8 8.91E+04 0.00E+00 5.43E+05 2.05E+05 1.32E+06 3.89E+05 
27 P0ABB4 9.64E+06 1.17E+06 2.75E+07 4.07E+06 1.19E+08 4.32E+06 
28 P0AAZ4 4.61E+05 0.00E+00 3.82E+04 1.83E+05 4.97E+05 5.18E+04 
29 P24182 1.98E+06 1.84E+05 1.45E+06 4.91E+06 1.13E+07 4.01E+06 
30 P27278 1.20E+06 2.52E+04 2.82E+06 1.88E+06 3.85E+06 1.11E+06 
31 P0A6H1 8.11E+05 4.28E+05 1.43E+07 2.00E+07 3.56E+06 1.61E+06 
32 P0A817 1.79E+06 2.80E+06 1.68E+06 7.73E+06 5.96E+06 2.36E+06 
33 P25745 3.39E+04 0.00E+00 1.94E+06 5.71E+05 8.67E+06 1.22E+06 
34 P06987 1.32E+05 6.08E+04 4.46E+06 6.72E+06 1.89E+06 2.23E+06 
35 P0ABU2 2.73E+05 3.02E+04 1.63E+05 8.55E+04 1.46E+06 8.20E+04 
36 P0AB71 1.12E+04 2.56E+04 6.70E+06 3.04E+06 1.17E+07 5.50E+06 
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37 P0A7G6 5.87E+05 4.84E+05 5.96E+06 6.36E+06 9.90E+06 3.73E+06 
38 P08178 0.00E+00 1.54E+04 9.26E+04 1.57E+05 5.04E+06 0.00E+00 
39 P0A9B2 2.63E+07 6.19E+06 3.75E+07 2.98E+07 8.27E+07 4.20E+07 
40 P28304 1.36E+05 0.00E+00 2.96E+04 1.91E+05 3.00E+06 5.84E+05 
41 P75931 4.62E+04 0.00E+00 7.57E+04 3.23E+05 6.32E+06 3.02E+06 
42 P0AE78 3.76E+05 6.03E+03 4.93E+06 6.82E+04 3.22E+06 2.44E+04 
43 P18843 0.00E+00 0.00E+00 2.83E+06 9.01E+05 3.29E+07 5.15E+06 
44 Q46927 0.00E+00 1.09E+04 3.01E+06 1.67E+05 1.25E+06 1.53E+04 
45 P37769 1.31E+06 1.56E+05 3.72E+06 6.76E+06 2.25E+07 9.71E+06 
46 P0A7D7 1.63E+06 3.67E+05 5.42E+06 7.43E+05 7.55E+06 1.65E+06 
47 P77756 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 4.16E+05 0.00E+00 
48 P0A6E9 1.97E+06 0.00E+00 4.40E+06 2.30E+05 8.56E+06 4.80E+04 
49 P0AFR4 2.33E+05 1.56E+05 2.96E+05 2.78E+05 1.39E+06 3.03E+04 
50 P45799 1.20E+05 1.91E+04 3.75E+05 0.00E+00 1.66E+07 2.39E+04 
51 P0A784 0.00E+00 0.00E+00 2.06E+04 0.00E+00 6.57E+05 0.00E+00 
52 P13857 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 1.59E+06 3.30E+05 
53 P69503 6.14E+05 0.00E+00 3.94E+06 0.00E+00 1.26E+07 0.00E+00 
54 P0A7B8 1.82E+06 1.89E+05 9.34E+06 3.57E+06 9.77E+06 5.01E+06 
55 P0A8D0 1.93E+07 5.85E+04 1.43E+08 5.34E+05 2.02E+08 5.96E+05 
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56 P0A6Q6 0.00E+00 2.41E+04 4.80E+05 1.80E+04 2.30E+05 0.00E+00 
57 P0AAB8 6.03E+05 1.25E+04 6.79E+06 1.21E+06 1.63E+07 1.74E+06 
58 P37903 1.34E+06 1.93E+05 5.77E+06 2.49E+05 1.11E+07 2.36E+05 
59 P39177 5.58E+06 5.80E+05 1.31E+07 5.48E+05 1.02E+07 1.02E+06 
60 P0A9Z1 1.70E+06 1.55E+04 2.85E+05 4.76E+04 6.03E+05 6.37E+04 
61 P0ACX3 2.55E+05 6.45E+04 1.15E+08 5.51E+07 4.04E+07 1.62E+07 
62 P0A6F9 2.40E+04 0.00E+00 1.08E+05 5.60E+04 1.77E+06 3.70E+05 
 
 
Table 15b: Statistical analysis of capturing in E. coli lysate with -ATP_39, -ATP_41 and  
-ATP_42. On-bead protocol. Average assay and competitor abundances are shown.    
No. Uniprot ID 
-ATP_39, on-bead -ATP_41, on-bead -ATP_42, on-bead 
Average A Average C Average A Average C Average C Average C 
1 P0A6F3 5.68E+04 8.04E+04 1.48E+05 4.58E+05 1.34E+06 1.18E+06 
2 P76658 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 
3 P0A6A3 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 1.31E+04 0.00E+00 1.87E+04 
4 P0A796 4.61E+04 1.49E+05 3.01E+05 1.42E+05 2.54E+05 3.44E+05 
5 P37647 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 4.35E+04 0.00E+00 
6 P0AEW9 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 1.12E+04 
7 P06999 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 
8 P77739 0.00E+00 7.57E+04 5.28E+04 4.24E+04 2.94E+05 6.01E+04 
9 P76423 3.76E+04 0.00E+00 1.76E+04 0.00E+00 2.25E+04 6.64E+03 
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10 P0A720 7.01E+05 0.00E+00 1.86E+06 5.31E+04 2.82E+07 1.85E+05 
11 P69441; Q1PI83 5.53E+08 1.17E+09 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 1.45E+09 
12 P63284 1.54E+06 1.34E+06 4.91E+06 1.57E+06 2.29E+07 3.46E+06 
13 P0AES6 0.00E+00 1.60E+04 7.73E+04 1.33E+04 2.64E+06 8.82E+05 
14 P00452 1.74E+05 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 1.48E+04 0.00E+00 
15 P28903 0.00E+00 0.00E+00 4.46E+04 2.35E+04 4.94E+04 0.00E+00 
16 P21177 0.00E+00 1.89E+04 7.33E+03 3.53E+04 0.00E+00 1.11E+05 
17 P0A6Z3 1.10E+05 6.85E+05 4.95E+04 8.35E+04 7.77E+05 1.70E+05 
18 P0AFL6 1.23E+05 7.15E+05 1.70E+07 3.45E+07 7.98E+07 1.46E+07 
19 P0A6F5 3.74E+05 3.58E+05 8.56E+04 7.53E+05 4.66E+07 4.38E+07 
20 P0ABB0 3.52E+05 2.30E+05 5.28E+05 3.92E+05 1.60E+06 1.40E+06 
21 P39342 0.00E+00 0.00E+00 5.99E+05 1.28E+06 0.00E+00 1.69E+05 
22 P23830 3.05E+05 1.08E+07 1.45E+06 1.69E+07 1.19E+07 6.45E+07 
23 P0A853 1.13E+05 5.81E+05 2.62E+06 2.83E+06 6.20E+06 7.33E+06 
24 P0ADG7 1.06E+08 2.46E+07 6.22E+08 3.91E+06 5.41E+09 8.52E+06 
25 P27306 9.27E+04 1.30E+05 4.14E+06 1.65E+06 9.58E+07 2.06E+06 
26 P0AGI8 0.00E+00 5.92E+04 1.21E+05 1.49E+05 1.01E+06 1.53E+05 
27 P0ABB4 2.85E+04 1.66E+04 1.23E+05 1.01E+05 7.44E+05 2.68E+05 
28 P0AAZ4 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 
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29 P24182 0.00E+00 0.00E+00 1.28E+04 7.81E+04 4.10E+05 1.43E+05 
30 P27278 2.70E+04 0.00E+00 4.92E+05 8.14E+04 1.99E+06 0.00E+00 
31 P0A6H1 1.41E+05 8.75E+04 0.00E+00 4.97E+04 3.62E+05 0.00E+00 
32 P0A817 5.62E+05 3.92E+05 9.24E+05 6.07E+06 3.86E+05 6.96E+05 
33 P25745 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 
34 P06987 0.00E+00 2.63E+05 1.13E+07 2.24E+07 4.60E+07 1.03E+07 
35 P0ABU2 0.00E+00 0.00E+00 1.23E+04 0.00E+00 4.73E+04 0.00E+00 
36 P0AB71 0.00E+00 0.00E+00 7.73E+04 2.77E+05 0.00E+00 0.00E+00 
37 P0A7G6 9.13E+04 7.28E+04 4.26E+04 3.59E+05 3.24E+05 5.93E+05 
38 P08178 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 
39 P0A9B2 2.55E+05 1.27E+05 8.36E+05 4.15E+05 1.20E+07 2.90E+05 
40 P28304 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 
41 P75931 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 
42 P0AE78 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 
43 P18843 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 
44 Q46927 8.35E+04 9.13E+03 2.39E+06 8.52E+04 9.62E+06 0.00E+00 
45 P37769 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 
46 P0A7D7 1.14E+05 0.00E+00 3.86E+05 5.58E+04 2.40E+05 6.18E+05 
47 P77756 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 
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48 P0A6E9 4.97E+05 4.00E+05 7.42E+05 0.00E+00 2.45E+06 0.00E+00 
49 P0AFR4 3.87E+05 3.24E+04 5.42E+04 4.34E+04 1.84E+05 0.00E+00 
50 P45799 1.29E+04 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 1.88E+05 0.00E+00 
51 P0A784 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 
52 P13857 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 
53 P69503 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 
54 P0A7B8 6.12E+05 7.77E+05 4.26E+07 1.86E+07 2.31E+08 2.46E+07 
55 P0A8D0 1.81E+07 0.00E+00 4.91E+07 3.79E+05 3.31E+08 1.11E+05 
56 P0A6Q6 0.00E+00 8.54E+04 1.04E+06 1.47E+06 4.54E+06 4.35E+06 
57 P0AAB8 0.00E+00 0.00E+00 6.94E+04 0.00E+00 2.83E+06 2.78E+05 
58 P37903 1.51E+05 0.00E+00 1.84E+06 4.62E+04 9.35E+06 0.00E+00 
59 P39177 1.47E+06 0.00E+00 2.53E+06 5.08E+05 3.18E+07 3.40E+05 
60 P0A9Z1 1.81E+04 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 
61 P0ACX3 0.00E+00 0.00E+00 1.04E+06 1.23E+06 0.00E+00 0.00E+00 
62 P0A6F9 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 
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